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Beim Lungenkarzinom handelt es sich weltweit nach wie vor um das Krebsleiden mit der 
höchsten Inzidenz und Mortalität. Schätzungen zufolge erkrankten 2012 über 1,82 Millio-
nen Menschen an diesem Malignom, womit es bei Männern an erster und bei Frauen an 
dritter Stelle aller Krebsneuerkrankungen steht. Es forderte zugleich mit 1,59 Millionen 
Menschen die meisten krebsbedingten Todesopfer (GLOBOCAN 2012 v1.2).  
In Deutschland lag das Lungenkarzinom im Jahr 2010 bei Männern an zweiter und bei 
Frauen an dritter Position der Krebsinzidenz und stellte die häufigste beziehungsweise 
zweithäufigste krebsbedingte Todesursache dar. Dies entspricht relativen Fünfjahresüber-
lebensraten von 16 Prozent bei Männern und 21 Prozent bei Frauen. Während bei Männern 
die altersstandartisierte Erkrankungs- und Sterberate seit Ende des letzten Jahrtausends um 
etwa 20 Prozent zurückging, stieg sie bei Frauen seither um circa 30 Prozent an. Hierfür 
wird vor allem der gestiegene Nikotinkonsum unter Frauen verantwortlich gemacht (Ro-
bert Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutsch-
land e. V., 2013). 
1.2 Risikofaktoren und Pathogenese des Lungenkarzinoms 
Lungenkarzinome stellen eine heterogene Gruppe von Tumoren dar, die sich sowohl hin-
sichtlich ihrer Lokalisation innerhalb der Lunge als auch ihrer Histologie unterscheiden 
(Auerbach et al., 1991). So werden kleinzellige (SCLC) von nicht-kleinzelligen Karzino-
men (NSCLC), die sich wiederum in Plattenepitel-, Adeno- und großzellige Karzinome 
sowie ihre Subtypen unterteilen, abgegrenzt (Übersicht in: Travis 2004; Übersicht in: Jun-
ker 2006). 
Ihre Entstehung wird durch eine Reihe von Faktoren begünstigt, wobei dem Nikotinkon-
sum sowohl in aktiver als auch passiver Form für die Allgemeinbevölkerung sicherlich die 
größte Bedeutung zukommt. 80 bis 85 Prozent, bisweilen sogar bis zu 90 Prozent aller ma-
lignen Lungentumore werden mit dem Genuss von Tabak in Verbindung gebracht (Über-
sicht in: IARC, 2004; Parkin et al., 2011). Vor allem die eher zentral in der Lunge gelege-
nen kleinzelligen und Plattenepithelkarzinome treten in der Regel bei Rauchern und 
Männern auf, wohingegen die meist peripher lokalisierten Adenokarzinome gehäuft bei 




auch Asbest (Doll, 1955; De Matteis et al., 2012), Arsen (Übersicht in: Salnikow et al., 
2008) und Chromate (Gibb et al., 2000; Übersicht in: Salnikow et al., 2008; Ali et al., 
2011), Nickel- (Übersicht in: Salnikow et al., 2008; De Matteis et al., 2012) und Silizium-
stäube (De Matteis et al., 2012), insbesondere in Form von Cristobalit (Bugge et al., 2012), 
häusliche (Darby et al., 2005: Metaanalyse) und berufliche Radonbelastung (Lubin et al., 
1995: Metaanalyse) sowie Feinstaubexposition (Raaschou-Nielsen et al., 2013) und Infek-
tionen mit Humanen Papillomviren (Cheng et al., 2001) tragen beispielsweise zu der Ent-
stehung dieser Erkrankung bei. In Entwicklungs- und Schwellenländern dürfen Luftschad-
stoffe wie polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe und Benzo(a)pyrene, die durch 
unvollständige Verbrennung von Kohle beim Kochen und Heizen entstehen, ätiologisch 
nicht unberücksichtigt bleiben (Mumford et al., 1995; Kleinerman et al., 2002; Sapkota et 
al., 2008). All diese und weitere Faktoren können letztlich zu molekularen Schäden in der 
Lunge und damit zur malignen Entartung führen. 
Mittlerweile wurde eine Vielzahl von genetischen und epigenetischen Veränderungen bei 
Bronchialkarzinomen identifiziert, die ihren Beitrag zu deren Entstehung leisten und sich 
durchaus je nach histologischem Subtyp oder in Abhängigkeit von klinischen Parametern 
wie dem Raucherstatus unterscheiden können (Sato et al., 1994; Wistuba et al., 2000a; 
Wistuba et al., 2000b; Shigematsu et al., 2005b; Übersicht in: Risch et al., 2008). Wie auch 
andere Malignome scheint sich das invasive Bronchialkarzinom über mehrere Vorstufen 
aus normalem Epithel zu entwickeln (Saccomanno et al., 1974; Thiberville et al., 1995). 
Dabei lassen sich bereits in nicht-neoplastisch-alteriertem Gewebe molekulare Verände-
rungen als pathogenetisches Korrelat finden, die mit fortschreitender maligner Transforma-
tion zunehmen (Wistuba et al., 1999a; Wistuba et al., 2000a). Darunter fallen Mutationen 
(Miller et al., 1992), Loss of Heterozygosity (Miller et al., 1992; Hung et al., 1995; Mao et 
al., 1997; Wistuba et al., 2000b), Mikrosatelliteninstabilität (Park et al., 1999), Genamplifi-
zierungen- und verluste (Jiang et al., 2004), Histonmodifikationen (Übersicht in: Risch et 
al., 2008) sowie Promotorhypo- (Nelson et al., 2012) und -hypermethylierungen (Guo et 
al., 2004). Hierdurch kommt es zu Störungen in Signalkaskaden und Veränderungen von 
Zellfunktionen sowie zur Aktivierung von Onkogenen und Inaktivierung von Tumor-
suppressorgenen, was die Dysregulation von Proliferation und Apoptose, aber auch ver-
stärkte Angiogenese und Epithelial-to-Mesenchymal-Transition (EMT) zur Folge haben 
kann (Übersicht in: Herbst et al., 2008). Veränderungen auf den kurzen Armen von Chro-
mosom 3 (Hung et al., 1995; Thiberville et al., 1995; Wistuba et al., 1997; Wistuba et al., 




1997) sollen beispielsweise mit zu den ersten Ereignissen in der Pathogenese des Lungen-
karzinoms gehören. Relativ charakteristisch für das Adenokarzinom sind unter anderem 
Her-2- (Shigematsu et al., 2005a; Buttitta et al., 2006), KRAS- (Riely et al., 2008), ALK- 
(Shaw et al., 2009) und EGFR-Veränderungen. Letztere betreffen in erster Linie Nichtrau-
cher und Frauen (Pao et al., 2004; Shigematsu et al., 2005b; Suzuki et al., 2006) und sind 
mit einer erhöhten Sensitivität der Tumoren gegenüber Tyrosinkinaseinhibitoren wie Erlo-
tinib oder Gefitinib assoziiert (Pao et al., 2004). Allerdings wurden mittlerweile Resisten-
zen gegen diese Therapeutika beobachtet (Pao et al., 2005; Bean et al., 2008), weshalb 
neuere Generationen dieser Kinaseinhibitoren getestet werden (Somasundaram et al., 2014: 
Metaanalyse). Translokationen des ALK-Gens finden sich vor allem bei jüngeren männli-
chen Patienten ohne ausgeprägten Nikotinkonsum, die an einem metastasierten Adenokar-
zinom beziehungsweise an Tumoren mit Siegelringhistologie erkrankt sind (Shaw et al., 
2009). Inzwischen wurde eine Reihe von ALK-Inhibitoren entwickelt, wobei sich auch 
hier eine Resistenzentwicklung zeigt (Somasundaram et al., 2014: Metaanalyse). Der 
ALK-Inhibitor Crizotinib scheint dabei auch bei Tumoren mit ROS1-Veränderungen wirk-
sam zu sein (Bergethon et al., 2012). Gene wie LKB1 werden sowohl mit dem Adenokar-
zinom als auch dem Plattenepithelkarzinom in Verbindung gebracht (Ji et al., 2007), wo-
hingegen beispielsweise das Tp53-Gen sowohl beim nicht-kleinzelligen als auch beim 
kleinzelligen Bronchialkarzinom betroffen ist (Miller et al., 1992; Suzuki et al., 1992). Ne-
ben den hier nur exemplarisch genannten genetischen Veränderungen wird aber auch epi-
genetischen Alterationen, insbesondere Methylierungen von Promotorregionen, eine 
immer größere Bedeutung für die Karzinogenese zuteil (Guo et al., 2004; Suzuki et al., 
2006; Tessema et al., 2014). Zusätzlich spielen erhöhte Wachstums- und Angiogenese-
Faktorspiegel für die Karzinomentstehung und -progression eine Rolle (Han et al., 2001; 
Kuhn et al., 2004). Letztlich trägt die sich ständig erweiternde Kenntnis dieser molekularen 
Mechanismen durchaus zu einer besseren Einschätzung der Prognose des Patienten bei und 
ermöglicht zudem die Entwicklung und Verbesserung therapeutischer Optionen, auch im 
Sinne einer personalisierten Medizin, sowie eine genauere Vorhersage des Therapieerfol-
ges (Übersicht in: Herbst et al., 2008; Übersicht in: Rosell et al., 2013).  
1.3 Methylierung von Promotorregionen 
Neben Mutationen, die direkt die Abfolge der Basensequenz betreffen, können auch epige-
netische Phänomene, worunter man beispielsweise kovalente Modifikationen von Histon-




Methylierungen versteht, die Aktivität und Funktion von Genen beeinflussen und dadurch 
an der Entstehung und Progression von Tumoren beteiligt sein. Diese epigenetischen Ver-
änderungen werden ebenso wie genetische Alterationen an Tochterzellen weitergegeben 
(Übersicht in: Jones and Baylin, 2007).  
Methylierungen werden durch DNA-Methyltransferasen verursacht, die Methylreste auf 
Cytosin übertragen, wodurch 5-Methylcytosin entsteht. Dabei kommt es regelhaft nur zur 
Modifikation von Cytosinen, auf die ein Guanin folgt. Im menschlichen Genom liegen 
CpG-Dinukleotide zumeist methyliert vor. Diese sind jedoch unterrepräsentiert, was durch 
die spontane Desaminierung von 5-Methylcytosin zu Thymin erklärt werden kann. Eine 
Ausnahme bilden jedoch Promotorregionen, in deren Bereich CpG-Gruppen gehäuft und in 
nicht-methylierter Form zu finden sind und dadurch in gewisser Weise konserviert werden. 
Man spricht auch von CpG-Inseln (Coulondre et al., 1978; Rideout et al., 1990; Übersicht 
in: Herman et al., 2003; Übersicht in: Egger et al., 2004; Übersicht in: Illingworth et al., 
2009). Sind Promotorregionen methyliert, kann dies die Expression des dazugehörigen 
Gens verhindern (Myöhänen et al., 1998; Übersicht in: Bird et al., 1999; Übersicht in: Her-
man et al., 2003; Übersicht in: Illingworth et al., 2009). Dieser Mechanismus spielt physio-
logischerweise zum Beispiel beim Imprinting von Genen (Sapienza et al., 1987; Li et al., 
1993) und der Inaktivierung des zweiten X-Chromosoms (Sharp et al., 2011) eine Rolle. 
Gleichzeitig kann aber auch die abnorme Methylierung von Promotorregionen zur Karzi-
nogenese beitragen (Übersicht in: Jones and Baylin, 2007). Toyota et al. prägten 1999 den 
Begriff „CpG island methylator phenotype (CIMP)“, nachdem sie bei kolorektalen Karzi-
nomen eine Reihe von Genen identifiziert hatten, die bei einem Teil der Tumoren gleich-
zeitig methyliert waren, jedoch nicht bei den übrigen Karzinomen oder in gesundem 
Gewebe. Daraus folgerten sie, dass dieser Phänotyp zur Tumorentstehung beitragen kann.  
Auch beim Lungenkarzinom wurden inzwischen Methylierungen vieler Gene – teilweise 
auch in frühen Stadien der Karzinogenese (Belinsky et al., 1998; Licchesi et al., 2008) – 
nachgewiesen (Feng et al., 2008; Castro et al., 2010; Nelson et al., 2012). Bisweilen wird 
auch vermutet, dass mit zunehmender Methylierung von Genen im Sputum das Risiko, an 
diesem Malignom zu erkranken, steigt (Belinsky et al., 1998; Belinsky et al., 2005; Belins-
ky et al., 2006; Leng et al., 2012). Doch auch in der bronchioalveolären Lavage (Kim et 
al., 2004) und im Blut (Russo et al., 2005; Begum et al., 2011) von Lungenkarzinom-
patienten fanden sich diese Veränderungen. Somit könnte die Kenntnis des Methylierungs-
status verschiedener Gene sowohl bei der Vorhersage des Erkrankungsrisikos, der Früher-




sein. Dabei besteht der Verdacht, dass der Konsum von Nikotin (Kubo et al., 2009; Yang 
et al., 2011), aber auch die Exposition gegenüber Chromstäuben (Ali et al., 2011), Arsen 
und Nickel (Übersicht in: Salnikow et al., 2008) sowie Emissionen, die bei der Ver-
brennung von Kohle entstehen (Liu, Y. et al., 2008), an der Entstehung von Methylierun-
gen beteiligt sind. Mitunter wird auch beim Lungenkarzinom die Existenz eines „CpG 
island methylator phenotype“ diskutiert, wobei diesem keine einheitliche Definition zu-
grunde liegt (Suzuki et al., 2006; Liu, Z. et al., 2008).  
1.4 Untersuchte Gene 
Insgesamt wurden sechs Gene, denen eine tumorsupprimierende Funktion zugeschrieben 
wird, in dieser Arbeit auf ihren Methylierungsstatus hin untersucht.  
1.4.1 O6-Methylguanine-DNA-Methyltransferase (MGMT)  
Das O6-Methylguanine-DNA-Methyltransferase-Gen (MGMT) liegt auf Chromosom 
10q26 (Natarajan et al., 1992) und kodiert für ein DNA-Reparatur-Protein, das durch alky-
lierende Substanzen verursachte Methylierungen und Alkylierungen von Guanin entfernt, 
indem es die Alkylgruppe auf einen Cysteinrest überträgt und dadurch selbst irreversibel 
inaktiviert wird (Olsson and Lindahl, 1980: E. coli; Bogden et al., 1981: Maus; Lindahl, 
1981: E. coli; Pegg et al., 1982: Mensch; Tano et al., 1990: Mensch). Es handelt sich hier-
bei um einen Reparaturmechanismus, der – wenn auch in unterschiedlicher Ausprägung 
(Grafstrom et al., 1984) – in zahlreichen Organismen zu finden ist (Bogden et al., 1981: 
Maus; Rydberg et al., 1990: E. coli, B. subtilis, Rind, Mensch; Tano et al., 1990: Mensch). 
Zudem unterscheidet sich die Aktivität dieses Proteins in verschiedenen Geweben und bei 
einzelnen Individuen, wobei die Aktivität in der Leber am stärksten, im Gehirn am 
schwächsten ausgeprägt ist. In der Lunge liegt ein mittleres Aktivitätsniveau vor (Graf-
strom et al., 1984).  
1.4.2 Ras-Association-Domain-Family-Protein-1 (RASSF1A) 
Das Ras-Association-Domain-Family-Protein-1-Gen (RASSF1) befindet sich auf Chromo-
som 3p21.3 (Lerman et al., 2000) und kodiert für ein Genprodukt, das in insgesamt sieben 
verschiedenen Varianten A bis G vorliegt, die durch alternatives Splicing sowie unter-
schiedliche Verwendung von Promotoren entstehen (Übersicht in: Agathanggelou et al., 




den Zellzyklus einzugreifen. Zum einen hemmt es die für die Zellprogression notwendige 
Akkumulation von Cyclin D1 am Übergang der G1- zur S-Phase (Shivakumar et al., 2002; 
Agathanggelou et al., 2003), zum anderen finden sich Hinweise für eine Inhibition der 
mitotischen Progression in der frühen Prometaphase durch Komplexbildung mit Cdc20. 
Dadurch werden die Aktivität des Anaphase-Promoting-Complex APC gehemmt und die 
Cycline A und B stabilisiert (Song et al., 2004). Fenton et al. wiesen 2004 erstmalig eine 
Assoziation von RASSF1A mit p120E4F nach, wodurch der durch p120E4F vermittelte Zell-
zyklusarrest verstärkt wird. Thaler et al. zeigten in ihrer Arbeit von 2009, dass RASSF1A 
auch durch Heraufregulation von p21Cip1/Waf1 die Progression zur S-Phase verhindern kann. 
Außerdem bindet RASSF1A direkt oder über mikrotubulus-assoziierte Proteine an das 
Mikrotubulusnetzwerk, stabilisiert dieses und scheint auch auf diesem Weg Einfluss auf 
den Zellzyklus zu nehmen (Liu et al., 2003; Dallol et al., 2004; Rong et al., 2004; Fraipont 
et al., 2012). Obwohl RASSF1A eine Ras-Association-Domain besitzt, ist dieses offen-
sichtlich nicht in der Lage, direkt mit Ras-like-GTPasen in Kontakt zu treten und dadurch 
als Ras-Effektor zu fungieren. Es assoziiert lediglich über Heterodimerisierung mit seinem 
Homolog Nore1 mit Ras-Proteinen (Ortiz-Vega et al., 2002). Agathanggelou et al. zeigten 
2003 außerdem, dass RASSF1A die Expression einer Vielzahl von Genen beeinflusst und 
postulierten somit einen Einfluss von RASSF1A auf weitere Zellfunktionen wie Apoptose, 
Zelladhäsion, Zellwanderung, Angiogenese und Transkription. Proapoptotische Effekte 
dieses Genprodukts konnten bereits in verschiedenen Studien nachgewiesen werden 
(Rabizadeh et al., 2004; Baksh et al., 2005; Oh et al., 2006; Matallanas et al., 2007; Foley 
et al., 2008). Ebenso wurde die regulative Funktion von RASSF1A bei der Zelladhäsion 
und -migration bestätigt (Dallol et al., 2005). Außerdem konnte durch den Nachweis von 
Methylierung und gleichzeitigem 3p-Allelverlust gezeigt werden, dass auf RASSF1A als 
Tumorsuppressorgen auch die Two-Hits-Theorie von Knudson Anwendung finden kann 
(Agathanggelou et al., 2001). Synonym verwendete Bezeichnungen für RASSF1A sind 
123F2, NORE2A, RDA32, REH3P21 (HGNC: http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_-
symbol_report?q=data/hgnc_data.php&hgnc_id=9882; 17.01.2014). 
1.4.3 Ras-Protein-Activator-Like-Protein-1 (RASAL1) 
Das Ras-Protein-Activator-Like-Protein-1-Gen liegt auf Chromosom 12q23-24 und kodiert 
für ein GTPase-activating-protein (GAP) (Allen et al., 1998). Durch intrazelluläre Kal-
ziumveränderungen assoziiert RASAL1 über seine C2-Domaine mit der Plasmamembran, 




überführt sich dadurch selbst von seiner aktiven GTP-gebundenen Konformation in den 
inaktiven GDP-gebunden Zustand (Walker et al., 2004; Sot et al., 2013). Die Funktion von 
RASAL1 als Ras-Regulator konnte hierbei mehrfach experimentell bestätigt werden: Die 
Hemmung der Translation von RASAL1 mittels siRNA führte zu einem Anstieg von GTP-
gebundenem Ras (Walker et al., 2004), die ektope Expression dieses Gens hingegen zu 
einem Abfall von Wildtyp-RasGTP (Jin et al., 2007; Ohta et al., 2009). Zudem scheint die-
ses Genprodukt auch regulative Einflüsse auf die smallGTPase Rap1 zu besitzen, aller-
dings ohne dafür eine Assoziation mit der Plasmamembran eingehen zu müssen (Kupzig et 
al., 2006; Sot et al., 2013). Eine weitere Funktion von RASAL1 dürfte in der Induktion von 
Membrankurvaturen liegen (Sot et al., 2013). Außerdem scheint es hemmenden Einfluss 
auf den MAPK- und PI3K-Signalweg zu haben (Liu, D. et al., 2013).  
RASAL1 wird in der Literatur auch als RASAL bezeichnet (HGNC: http://www.gene-
names.org/cgi-bin/gene_symbol_report?q=data/hgnc_data.php&hgnc_id=9873; 
17.01.2014). 
1.4.4 Programmed-Cell-Death-4 (PDCD4) 
Das Programmed-Cell-Death-4-Gen befindet sich auf Chromosom 10q24 (Soejima et al., 
1999) und kodiert für ein die Transkription (Wang et al., 2008) und Translation regulieren-
des Protein (Yang et al., 2003b; Liwak et al., 2012), wodurch es auf vielfältige Weise auf 
das Zellwachstum (Dorrello et al., 2006; Shiota et al., 2009), Apoptose (Afonja et al., 
2004; Zhang et al., 2006; Hwang et al., 2007; Bitomsky et al., 2008; Liwak et al., 2012), 
die neoplastische Transformation von Zellen (Cmarik et al., 1999; Yang et al., 2001; Wang 
et al., 2008), die Invasivität von Tumoren (Yang et al., 2006; Leupold et al., 2007; Wang et 
al., 2008; Nieves-Alicea et al., 2009) und die Gefäßinvasion von Tumorzellen (Leupold et 
al., 2007) Einfluss zu nehmen vermag.  
PDCD4 bindet über seine beiden MA-3 Domainen (Yang et al., 2004; Suzuki et al., 2008) 
an den eukaryontischen Elongationsfaktor eIF4A (Yang et al., 2003b; Loh et al., 2009) – 
eine RNA-Helikase, die für das Entwinden der Sekundärstruktur an der 5’untranslatierten 
Region (5’UTR) der mRNA verantwortlich ist (Rozen et al., 1990). Dadurch hemmt 
PDCD4 dessen Helikaseaktivität und blockiert die Assoziation von eIF4A an die C-
terminale Domaine von eIF4G, was Voraussetzung für die suffiziente Helikase-Aktivität 
dieses Faktors ist. Somit übt PDCD4 einen hemmenden Effekt auf die Translation aus 
(Yang et al., 2003b; Loh et al., 2009). Außerdem scheint PDCD4 die cap-unabhängige 




PDCD4 greift jedoch auch in die Transkription verschiedenster Gene regulativ ein: So 
interagiert sein Genprodukt beispielsweise mit den Transkriptionsfaktoren Twist (Shiota et 
al., 2009) und NF-κB (Yang et al., 2001; Sheedy et al., 2010), verhindert offensichtlich 
über die Regulation der Aktivität von c-jun (Yang et al., 2003a; Bitomsky et al., 2004) und 
eventuell auch von c-Fos (Yang et al., 2003a) die Transaktivierung des Transkriptionsfak-
tors AP-1 (Yang et al., 2001; Yang et al., 2003a; Jansen et al., 2005; Yang et al., 2006; 
Hwang et al., 2007; Wang et al., 2008; Loh et al., 2009) und beeinflusst zudem die ß-
Catenin/TCF-abhängige Transkription (Wang et al., 2008). Zu den von PDCD4 in ihrer 
Expression beeinflussten und mit der Tumorentstehung oder -progression in Verbindung 
gebrachten Genen gehören beispielsweise der Urokinaserezeptor uPAR (Leupold et al., 
2007), der Tissue-Inhibitor-of-Metalloprotease-2 (Nieves-Alicea et al., 2009), die Carboan-
hydrase II (Lankat-Buttgereit et al., 2004) und der CDK-Inhibitor p21WAF1/CIP1, wobei zur 
Regulation von letzterem die Ergebnisse verschiedener Studien widersprüchlich sind (Gö-
ke et al., 2004; Bitomsky et al., 2008).  
Hinweise für die tumorsupprimierende Funktion von PDCD4 liefert die Untersuchung von 
Jansen et al. aus dem Jahr 2005, die am Mausmodell zeigte, dass PDCD4 die Tumorent-
stehung und -progression negativ beeinflussen kann. Jin et al., 2006 gelang es überdies, das 
PDCD4-Gen über den als Aerosol vorliegenden Gencarrier UAC in die Lungen von 
KRAS-negativen Mäusen einzuschleusen und dadurch die Expression von PDCD4 zu in-
duzieren, was die Induktion der Apoptose und die Hemmung des Zellzyklus und der An-
giogenese zur Folge hatte. Ähnliches gelang Hwang et al., 2007 mit dem Gencarrier GPEI. 
In humanen HCC-Zelllinien fand sich eine inverse Korrelation zwischen dem Metastasie-
rungspotential dieser Zellen und dem Expressionslevel von PDCD4 (Zhang et al., 2009). 
Über die oben beschriebenen und über eine Reihe weiterer hier nicht näher erläuterten Me-
chanismen scheint PDCD4 also letztlich als Tumorsuppressorgen zu fungieren, wobei je-
doch davon auszugehen ist, dass dies auf zelltypspezifische Art und Weise erfolgt (Lankat-
Buttgereit et al., 2008). Zusätzlich soll PDCD4 auch an der Regulation von Entzündungs-
reaktionen beteiligt sein (Hilliard et al., 2006; Sheedy et al., 2010; Yasuda et al., 2010). 
Die Erkenntnisse zur Funktion von PDCD4 wurden teilweise durch Experimente am Tier-
modell gewonnen.  






1.4.5 Metastasis-Suppressor-1 (MTSS1) 
Das Metastasis-Suppressor-1-Gen befindet sich auf Chromosom 8q24.1 (Lee et al., 2002). 
Allerdings wird dem Gen in einigen Datenbanken fälschlicherweise der Genort 8p22 zuge-
ordnet (Gene: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/9788; HGNC: http://www.genenames.-
org/cgi-bin/gene_symbol_report?q=data/hgnc_data.php&hgnc_id=20443; 28.04.2014). 
Die Funktion des Genprodukts von MTSS1 ist Gegenstand intensiver Forschung, wobei 
die Ergebnisse verschiedener Untersuchungen sich nicht immer gänzlich entsprechen:  
So scheint das Protein MTSS1 an Aktin zu binden (Mattila et al., 2003; Lee et al., 2007), 
regulativ in die Aktinpolymerisierung (Mattila et al., 2003; Lin et al., 2005) einzugreifen, 
Einfluss auf die Zellpolarität (Yu et al., 2011) und -motilität zu nehmen (Lin et al., 2005; 
Yu et al., 2011), an der Entstehung von Plasmamembranprotrusionen (Mattila et al., 2007; 
Saarikangas et al., 2009; Cao, M. et al., 2012) sowie an der Ausbildung und Aufrechterhal-
tung von Zellkontakten (Saarikangas et al., 2011; Dawson et al., 2012b) beteiligt zu sein 
und den Verschluss transendothelialer Tunnel (transendothelial cell macroaperture tunnel, 
TEM), die durch bakterielle Toxine entstehen und zur Dissemination von Bakterien beitra-
gen (Maddugoda et al., 2011), zu induzieren. Außerdem soll es die Aufnahme von Trans-
ferrin (Cao, M. et al., 2012) und anderer extrazellulärer Moleküle (Yu et al., 2011) in die 
Zelle vermitteln. Des Weiteren wird eine regulative Funktion bei der Ziliogenese mesen-
chymaler Zellen sowie bei der Haarfollikelregeneration diskutiert (Bershteyn et al., 2010). 
Bestätigung der Funktion von MTSS1 als zytoskelettregulierendes und -stabilisierendes 
Protein findet sich durch Untersuchungen von Schilddrüsenkarzinomzellen unter Hyper- 
und Mikrograviditätsbedingungen, wodurch die Expression von MTSS1 hoch- beziehungs-
weise herunterreguliert wurde (Ulbrich et al., 2011). 
Yu et al., 2012 beobachteten am Mausmodell, dass ein Fehlen der Expression von MTSS1 
die B-Zell-Entwicklung beeinträchtigt und vermuteten zudem, dass dieses Gen die Zellmo-
tilität in Abhängigkeit von den Umgebungsbedingungen unterschiedlich beeinflusst.  
Zusätzlich könnte MTSS1 während der Embryogenese am Verschluss des Neuralrohrs 
(Liu, W. et al., 2011: Frosch) und postnatal bei der Ausbildung von Axonen und Dendriten 
im Kleinhirn (Shi et al., 2012: Ratte) beteiligt sein. Bereits eine frühere Untersuchung lässt 





Des Weiteren scheint MTSS1 Bestandteil der Platelet-derived Growth Factor PDGF-Sig-
nalkaskade (Wang et al., 2007b) zu sein, während seine Beteiligung am Sonic-Hedgehog-
(SHH)-Signalweg umstritten ist (Callahan et al., 2004; Saarikangas et al., 2011). 
Schließlich legt eine Reihe von Untersuchungen eine tumor- beziehungsweise metastasie-
rungssupprimierende Funktion von MTSS1 nahe (u.a. Lee et al., 2002; Wang et al., 2007a: 
Blase; Liu, K. et al., 2010: Magen; Xie et al., 2011: Ösophagus; Dawson et al., 2012a: 
Kopf-Hals-Bereich; Fan et al., 2012: Leber). Andere Wissenschaftler zweifeln dies jedoch 
an (Bompard et al., 2005; Wang et al., 2011). Genauere Ausführungen hierzu finden sich 
im Diskussionsteil. 
Letztlich ist die genaue Bedeutung von MTSS1, insbesondere im Rahmen von Tumorer-
krankungen, noch nicht eindeutig geklärt. Ein Teil der Erkenntnisse zu MTSS1 wurde da-
bei am Tiermodell gewonnen. MTSS1 ist auch unter den Bezeichnungen Missing in Me-
tastasis (MIM, MIMA, MIMB), KIAA0429 und BCC-enriched gene 4 (BEG4) bekannt 
(Callahan et al., 2004; HGNC, http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?-
hgnc_id=20443; 17.01.2014).  
1.4.6 Tumor-Suppressor-Candidate-3 (TUSC3) 
Das potentielle Tumor-Suppressor-Candidate-3-Gen (TUSC3) liegt auf Chromosom 8p22 
und wird in vielen epithelialen Geweben exprimiert (MacGrogan et al., 1996).  
Welche Funktion TUSC3 beziehungsweise dessen Genprodukt erfüllt, ist bis heute nicht 
endgültig geklärt. TUSC3 stellt eine Untereinheit der Oligosaccharyltransferase (OST) dar 
(Karaoglu et al., 1995: S. cerevisiae; Kelleher et al., 2003: Mensch; Nilsson et al., 2003: 
Säugetier), eines in der Evolution von eukaryontischen Zellen stark konservierten oligo-
meren Enzymkomplexes (Kumar et al., 1995: Mensch), der den kotranslationalen Transfer 
von Oligosacchariden auf Asparaginreste von Polypeptiden katalysiert, während diese 
durch das raue endoplasmatische Retikulum geschleust werden (Übersicht in: Kaplan et 
al., 1987: S. cerevisiae; Kumar et al., 1995: Mensch). Das mit der Oligosaccharyltrans-
ferase assoziierte vier oder sogar fünf Transmembrandomänen (Kelleher et al., 2003; 
Garshasbi et al., 2008) umfassende Genprodukt von TUSC3 weist Homologien zu einem 
Bestandteil der Oligosaccharyltransferase bei Saccharomyces cerevisiae, C. elegans und 
Säugetieren auf (Karaoglu et al., 1995: S. cerevisiae, C. elegans; MacGrogan et al., 1996: 
S. cerevisiae, C. elegans, Mensch; Kelleher et al., 2003: Nager, Mensch) und ist nicht 




1995: S. cerevisiae; Knauer and Lehle, 1999: S. cerevisiae). Folglich werden von seiner 
Beeinflussung der N-Glykosylierung und Beteiligung beim optimalen Oligosaccharidtrans-
fer auf Peptidketten, bei der Zusammenlagerung der Untereinheiten und der richtigen Posi-
tionierung des OST-Komplexes sowie bei der Inhibition der Faltung des zu glykosylieren-
den Polypeptids über eine Disulfidoxidoreduktaseaktivitiät bis hin zur zellulären 
Magnesiumaufnahme zahlreiche Funktionen von TUSC3 diskutiert (Karaoglu et al., 1995; 
Knauer, Lehle, 1999; Fetrow et al., 2001; Zhou et al., 2009; Jamaluddin et al., 2011; Horak 
et al., 2014). Aufgrund der Homologie von TUSC3 zu der Untereinheit Ost3p des OST-
Komplexes von S. cerevisiae sind viele Erkenntnisse zu dessen Funktion aus 
Untersuchungen bei der Hefe abgeleitet.  
Zudem wird eine Funktion von TUSC3 als Tumorsuppressorgen diskutiert (Bova et al., 
1996; Pils et al., 2005). Detaillierte Ausführungen hierzu finden sich im Diskussionsteil. 
Weitere synonym verwendete Bezeichnungen für TUSC3 sind N33, MGC13453, MRT7, 
OST3A, M33, und D8S1992 (HGNC: http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol-
_report?hgnc_id=30242; Gene, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7991; 17.01.2014)  
1.5 Zielsetzung 
Ziel dieser Arbeit war, die Gene MGMT, RASSF1A, RASAL1, PDCD4, MTSS1 und 
TUSC3 in Tumorgewebe sowie in nicht-malignem Bronchus- und Lungengewebe auf 
ihren Methylierungsstatus und dessen Bedeutung beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzi-
nom hin zu untersuchen. Hierbei fand mit MethyQESD (Bettstetter et al., 2008) eine Me-
thode Verwendung, die als Kombination aus methylierungssensitivem Verdau und Real-
time-PCR diese epigenetische Veränderung quantitativ nachweist, ohne dabei auf die Bi-
sulfitkonversion der DNA angewiesen zu sein. Der Methylierungsstatus wurde schließlich 
in Zusammenhang mit klinisch-pathologischen Parametern analysiert und die Ergebnisse 






Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Gewebe von 42 an Lungenkarzinomen erkrankten Pa-
tienten untersucht, die sich in den Jahren 2000 bis 2002 am Universitätsklinikum Regens-
burg einer Tumorresektion unterzogen hatten. Von jedem Patienten konnte ausreichend 
DNA aus Tumor- und normalem Lungengewebe für die Methylierungsanalyse aller sechs 
in dieser Arbeit untersuchten Gene isoliert werden. Die Isolierung von DNA aus 
Bronchialmukosa gestaltete sich in vielen Fällen schwierig, da häufig nicht genügend 
Bronchusgewebe zur Verfügung stand. Tabelle 2.1 zeigt eine Übersicht über die Anzahl 
der pro Gen untersuchten Patientengewebe. Sämtliche DNA wurde aus paraffin-
eingebettetem Gewebe gewonnen. 
 
Gewebetyp Untersuchtes Gen 
 MGMT RASSF1A RASAL1 PDCD4 MTSS1 TUSC3 
Bronchus 28 29 27 27 24 28 
Lunge 42 42 42 42 42 42 
Tumor 42 42 42 42 42 42 
Tabelle 2.1 Anzahl der pro Gen untersuchten Gewebe 
2.2 Patientendaten 
2.2.1 Klinische Daten 
Diese Arbeit stützt sich auf die vom Tumorzentrum Regensburg erfassten klinischen Da-
ten, die letztmalig am 19.9.2009 aktualisiert wurden, sowie auf Archivmaterial des Uni-
versitätsklinikums Regensburg. Es wurden nur Patienten in die Studie aufgenommen, die 
an einem primären Lungenkarzinom erkrankt waren, wobei sowohl Vor- und Begleiter-
krankungen als auch die familiäre Disposition unberücksichtigt blieben. Zwei Patienten er-
hielten eine neoadjuvante Therapie, was ebenfalls kein Ausschlusskriterium für diese Un-
tersuchung darstellte. Neben Angaben zum Geschlecht, Alter, Überleben, Krankheitsver-





2.2.2 Pathologische Daten 
Zur Erfassung der pathologischen Daten konnte auf das Dokumentationssystem (PAS-
System) des Instituts für Pathologie des Universitätsklinikums Regensburg sowie auf Da-
tenerhebungen des Tumorzentrums Regensburg zurückgegriffen werden.  
Bei den Lungenkarzinomen werden verschiedene histologische Typen unterschieden: Da-
bei spielt zunächst die Differenzierung zwischen kleinzelligem (SCLC) und nicht-klein-
zelligem Karzinom (NSCLC) gerade hinsichtlich der sich anschließenden Therapie eine 
wichtige Rolle (Übersicht in: Junker, 2006). Die Gruppe der nicht-kleinzelligen Karzinome 
wird in weitere Subtypen unterteilt, zu denen im Wesentlichen das Adenokarzinom ein-
schließlich des bronchioloalveolären Karzinoms, das adenosquamöse, großzellige sowie 
das Plattenepithelkarzinom gezählt werden (Übersicht in: Travis, 2004; Übersicht in: Jun-
ker, 2006). Diese Arbeit unterscheidet zwischen Adenokarzinomen, unter denen auch 
bronchioloalveoläre und adenosquamöse Karzinome zusammengefasst wurden, Plattenepi-
thelkarzinomen und großzelligen Karzinomen. Die übrigen Tumore wurden in die Gruppe 
„neuroendokrine Karzinome“ eingeordnet, worunter sich ein Kombinationstumor sowie 
ein neuroendokriner Kleinzeller befanden.  
Das Staging der Patienten erfolgte nach der TNM-Klassifikation, wobei „T“ den Primär-
tumor, „N“ die regionären Lymphknoten, die sich von der Supraklavikularregion bis hin 
zum Zwerchfell erstrecken, und „M“ die Fernmetastasen beschreibt (Wittekind, Meyer, 
2010). Zum Operationszeitpunkt besaß die fünfte Auflage der TNM-Klassifikation der 
Union internationale contre le cancer (UICC) Gültigkeit. Die in diese Untersuchung ein-
geschlossenen Patienten wurden jedoch nach der siebten Auflage der TNM-Klassifikation 
aus dem Jahr 2010 umklassifiziert (Wittekind, Meyer, 2010). Eine aktuelle Version der 
TNM-Klassifikation zum Bronchialkarzinom befindet sich im Anhang. 
Zudem konnte durch ein histopathologisches Grading der Differenzierungsgrad der Tu-
morzellen festgelegt und anhand der TNM-Klassifikation das Tumorstadium bestimmt 
werden. Letzteres ist gerade beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom hinsichtlich der 
Therapieentscheidung bedeutsam (Übersicht in: Junker, 2006). 







MagNA Pure LC DNA-Isolation Kit II   Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
(Tissue) 
Einfärbemittel 
Methylenblau    Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
   Taufkirchen 
Entparaffinierung  
Ethanol    Bundesmonopol, München  
Xylol    JT Baker, Deventer, Netherlands 
PCR 
Primer    metabion international AG, Martinsried  
QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit  QIAGEN, Hilden 
Restriktionsendonukleasen 
Hin6I, XbaI, DraI, 10X Buffer TangoTM  Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
Weitere Chemikalien 
RNase Away    Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
3.2 Geräte 
DNA-Isolierung 
MagNA Pure LC     Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
DNA-Vermessung 
NanoDrop® ND-1000     Peqlab Biotechnologie GmbH,  
       Erlangen 
Färbeküvetten 
Färbeküvetten mit Glasgestell und Drahtbügel VWR International GmbH, Darmstadt 
Färbeküvetten nach Hellendahl   VWR International GmbH, Darmstadt 
Mikroskop 
Stereomikroskop Typ DRC/L   Carl Zeiss Jena GmbH, Jena 
Pipetten 
Finnpipette      ThermoLabsystems, Waltham, USA 
Thermocycler 
LightCycler 1.0     Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 





Thermomixer compact    Eppendorf AG, Hamburg 
Vortexer 
MS2 Minishaker     IKA-Labortechnik, Staufen 
Wärmeschrank 
Heraeus Instruments Typ B 6060   Heraeus Holding GmbH, Hanau 
Zentrifugen 
Centrifuge 5415 D    Eppendorf AG, Hamburg 
Centrifuge 5810 R    Eppendorf AG, Hamburg 
LC Carousel Centrifuge    Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
3.3 Verbrauchsmaterialien 
Eppendorf-Cups 
PCR Softtubes 0,5 ml     Biozym Scientific GmbH, 
       Hess. Oldendorf 
Safe-Lock-Tubes 1,5 ml und 2,0 ml   Eppendorf AG, Hamburg 
Objektträger 
50 Objektträger     Engelbrecht Medizin- und Labor- 
       technik GmbH, Edermünde 
PCR 
LightCycler® Capillaries (20 µl)   Roche Diagnostics GmbH, Mannheim  
LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, white  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
LightCycler® 480 Sealing Foil   Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Pipettenspitzen 
Safeseal Tips Premium 10, 20, 200 und 1000 µl Biozym Scientific GmbH,   
   Hess. Oldendorf 
Skalpellklingen 
Surgical blade stainless No.11    Feather Safety Razor Co., LTD.,  
       Osaka, Japan (Zentrallager Universität 
       Regensburg) 
Zentrifugenfilter 
Amicon® Ultra 0,5 ml Centrifugal Filters  Millipore GmbH, Schwalbach 
3.4 Software 
Excel® 2007, Office Home and Student 2007 Microsoft Corporation, Redmond, USA 
LightCycler Software Version 3.5   Idaho Technology Inc., Idaho Falls,  
   USA 




MagNA Pure LC Software Version 3.0.11  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
ND-1000 V3.3    NanoDrop Technologies, Inc.,  
   Wilmington, USA 
PASW Statistics 17    SPSS GmbH Software, an IBM  
















4.1 Isolierung von DNA aus Patientengewebe 
Zur Untersuchung der quantitativen Methylierung ausgewählter Gene wurde die DNA von 
42 Patienten separat aus Bronchus-, Lungen- und Tumorgewebe isoliert.  
4.1.1 Mikrodissektion  
Von jedem Resektat, so auch von Geweben der in dieser Arbeit untersuchten Patienten, 
werden routinemäßig Paraffinblöcke hergestellt und archiviert. Von diesen Blöcken wur-
den Paraffinschnitte mit vier Mikrometer Dicke angefertigt und auf Objektträger aufge-
zogen. Die Anzahl der Schnitte pro Block betrug zwischen vier und zehn.  
Anschließend erfolgte die Entparaffinierung der Schnitte. Dazu wurden diese zunächst für 
30 Minuten bei 70 °C im Thermoschrank erwärmt und durch eine absteigende Xylol-Alko-
holreihe gezogen. Die Verweildauer im Xylol betrug zweimal zehn Minuten. Danach ver-
blieben die Gewebeschnitte je zweimal für drei bis fünf Minuten in 100%igem, 96%igem 
und 70%igem Ethanol und wurden schließlich in deionisiertem Wasser von Alkoholrück-
ständen befreit.  
Die Anfärbung der entparaffinierten Schnitte erfolgte mit Methylenblau der Konzentration 
0,01%. Dazu wurden diese für einige Sekunden in eine Färbeküvette mit Methylenblau-
lösung gehalten und anschließend die überschüssige Farbe mit deionisiertem Wasser ent-
fernt.  
Die Mikrodissektion von Bronchus-, Lungen- und Tumorgewebe erfolgte unter einem Ste-
reomikroskop mit vierzigfacher Vergrößerung. Als Vorlage dienten mit Hämatoxylin-Eo-
sin (HE) gefärbte Schnitte, auf denen ein Pathologe zuvor die entsprechenden Bronchus-, 
Lungen- und Tumorareale gekennzeichnet hatte. Das zu mikrodissezierende Gewebe wur-
de mit sterilen Skalpellklingen vom Objektträger entfernt und in 1,5 ml Cups überführt, in 
denen 80 µl Lysepuffer und 20 µl Proteinase K aus dem MagNA Pure LC DNA-Isolation 
Kit II (Tissue) von Roche vorgelegt waren, und über Nacht bei 57 °C inkubiert.  
4.1.2 DNA-Isolierung mittels MagNA Pure LC 
Die weiteren Schritte der DNA-Isolierung aus mikrodisseziertem Gewebe wurden mit dem 




(Tissue) von Roche nach dem Protokoll des Herstellers durchgeführt. Dabei fand die Soft-
ware MagNA Pure LC Version 3.0.11 mit dem Programm „Protocoll DNA II Tissue Exter-
nal_Proteinase_K.blk“ Verwendung. 
4.2 Konzentrationsbestimmung und Aufkonzentrierung von
 DNA 
4.2.1 Vermessung von DNA 
Die Konzentration der DNA wurde photometrisch bei einer Wellenlänge von 260 nm mit 
dem NanoDrop® ND-1000 von Peqlab bestimmt. Dabei gilt für die Vermessung von Nuk-
leinsäuren die modifizierte Form des Lambert-Beer’schen Gesetzes: 
c = (A * e)/b 
mit c = Konzentration in ng/µl, A = Absorption, e = Extinktionskoeffizient in ng*cm/µl 
und b = Lichtweg in cm. Der Extinktionskoeffizient für die Vermessung doppelsträngiger 
DNA beträgt 50 ng*cm/µl (ND-1000 Spectrophotometer: V3.3 User’s Manual). 
Zur Beurteilung der Reinheit der DNA wird der Quotient der Extinktionen bei 260 nm und 
280 nm herangezogen. Dabei kann bei einem Wert im Bereich von 1,8 im Allgemeinen 
von einer solchen ausgegangen werden (ND-1000 Spectrophotometer: V3.3 User’s Manu-
al).  
Nach der Reinigung und Initalisierung des Gerätes erfolgte der Abgleich mit Millipore-
Wasser. Für die Konzentrationsbestimmung wurden 1,5 bis 2 µl der Proben eingesetzt.  
4.2.2 Aufkonzentrierung von DNA 
Für die im Anschluss durchgeführte real-time PCR waren DNA-Konzentrationen von min-
destens 20 ng/µl notwendig, welche insbesondere beim Bronchusgewebe durch die alleini-
ge DNA-Isolierung teilweise nicht erreicht werden konnten. Daher mussten diese Proben 
mithilfe von Amicon® Ultra 0,5 ml Centrifugal Filtern der Millipore GmbH aufkonzentriert 
werden. Hierfür wurde die Probe vollständig in den Zentrifugenfilter, der zuvor in ein da-
zugehöriges Cup eingebracht worden war, überführt und 4 Minuten bei 8000 rpm zentrifu-
giert. Das Cup mit dem Filtrat wurde anschließend verworfen, der Filter selbst umgekehrt 
in ein frisches Cup platziert und erneut 3 Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert. Das Konzen-





4.3 Quantitative Methylierungsanalyse 
Die quantitative Methylierungsbestimmung erfolgte mit der MethyQESD-Methode 
(methylation-quantification of endonuclease-resistant DNA). Hierbei handelt es sich um 
eine Kombination aus einem methylierungssensitiven Verdau mit anschließender real-time 
PCR (Bettstetter et al., 2008).  
Die genomische DNA wird zunächst in zwei separaten Ansätzen verdaut. Im Quanti-
fizierungsansatz kommt das methylierungssensitive Restriktionsenzym Hin6I (Schnitt-
stelle: 5’-GCGC-3’), das ausschließlich nicht-methylierte DNA schneidet, zum Einsatz. 
Dabei müssen sich die Schnittstellen des Enzyms innerhalb der zu amplifzierenden Promo-
torregion befinden, so dass bei fehlender Methylierung der zu untersuchende DNA-Ab-
schnitt verdaut wird. In der PCR entsteht in diesem Fall kein Produkt, bei durch Methy-
lierung blockiertem Verdau hingegen schon. Im Kalibrierungsansatz werden die Restrik-
tionsenzyme XbaI (Schnittstelle: 5’-TCTAGA-3’) und DraI (Schnittstelle: 5’-TTTAAA-
3’) verwendet, deren Schnittstellen sich außerhalb der zu analysierenden Region befinden. 
Dadurch wird die DNA ebenfalls fragmentiert, was eine vergleichbare PCR-Effizienz wie 
im Quantifizierungsverdau ermöglicht, das zu amplifizierende Fragment bleibt jedoch er-
halten (Bettstetter et al., 2008). Somit dient der Kalibratorverdau als methylierungsunab-
hängige probenspezifische Kontrolle. 
In der sich anschließenden real-time PCR von Quantifizierungs- und Kalibratorverdau 
werden die Ct-Werte ermittelt und deren Differenz  
ΔCt = Ct (Kalibratorverdau) - Ct (Quantifizierungsverdau) 
gebildet. Der Anteil der methylierten DNA lässt sich mit der Formel  
% = E ΔCt * 100 
berechnen, wobei es sich bei E um die PCR-Effizienz handelt, die durch Standardkurven 
ermittelt wurde. Entsteht im Quantifizierungsansatz in der PCR kein Produkt, so liegt 
keinerlei Methylierung in der untersuchten Genregion vor (Bettstetter et al., 2008).  
Als PCR-Effizienz wurde bei den Genen MGMT, RASSF1A, RASAL1, PDCD4 und 
MTSS1 der Wert 1,97, bei TUSC3 der Wert 1,94 verwendet. 
Bei allen sechs untersuchten Genen diente aus gepooltem Vollblut gewonnene nicht-
methylierte DNA als Negativ-Kontrolle. Als Positiv-Kontrolle wurde methylierte DNA 












Tabelle 4.1 Als Positiv-Kontrolle verwendete Zelllinien 
4.3.1 Verdau von DNA durch Restriktionsendonukleasen 
Für die quantitative Methylierungsbestimmung mit der MethyQESD-Methode (Bettstetter 
et al., 2008) musste die DNA mittels Restriktionsendonukleasen verdaut werden. Dabei 
waren ein Quantifizierungs- und ein Kalibratorverdau mit jeweils einem Reaktionsvolu-
men von 20 µl notwendig. Beide Ansätze enthielten 2 µl des 10X Buffer TangoTM 
(Fermentas GmbH). Im Quantifizierungsverdau wurden 40 U der Restriktionsendo-
nuklease Hin6I (Fermentas GmbH) eingesetzt, im Kalibrierungsverdau jeweils 20 U der 
Restriktionsenzyme XbaI und DraI (Fermentas GmbH). Anschließend wurde die zu ver-
dauende DNA in den Reaktionsansatz pipettiert, wobei mindestens 100 ng DNA im Ansatz 
enthalten sein mussten, um aussagekräftige Ergebnisse zu erhalten. Das fehlende Reak-
tionsvolumen wurde mit Millipore-Wasser ergänzt.  
Um sämtliche DNA mit den Restriktionsenzymen in Kontakt zu bringen, wurden die Reak-
tionsansätze zentrifugiert, kräftig gevortext und erneut gut zentrifugiert. Über Nacht erfolg-
te die Inkubation der Verdaue im Wärmeschrank bei 37 °C.  
Zum Abstoppen der Reaktion musste das Kondenswasser abzentrifugiert und die Enzyme 
für 20 Minuten bei 70 °C inaktiviert werden. Die Verdaue wurden im Anschluss auf Eis 
abgekühlt, zentrifugiert, kurz gevortext und erneut zentrifugiert und schließlich bei 4 °C 
aufbewahrt.  
Bei jeder Verdauserie wurden gleichzeitig Blut und SW48 mitverdaut sowie jeweils für 
den Quantifizierungs- als auch Kalibrierungsansatz eine Leerkontrolle, die keinerlei DNA 
enthielt, angesetzt. Dadurch sollte ausgeschlossen werden, dass bereits der Mastermix der 





Für das Design der Primer stand das Softwareprogramm Primer 3 (http://fokker.wi.mit.-
edu/primer3/input.htm) zur Verfügung. Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte durch die 
Firma metabion international AG in Martinsried. 
4.3.3 Oligonukleotide 
 
Primer     Sequenz (5’ → 3’) 
MGMT Msdig F1   CCC GGA TAT GCT GGG ACA G 
MGMT Msdig R1   CCC AGA CAC TCA CCA AGT CG 
MSDig RASSF1A F3    GCT GGG CGC GCT GGG AAG 
MSDig RASSF1A R3   CAG GGA CCA GCT GCC GTG T 
RASAL1 MSDig F2   CTC CAG ACG CCT CGG CAA GAG 
RASAL1 MSDig R3   AGC GCC CGT CCG GAC TCT AC 
PDCD4 MSdig F2   CCA GTC CCA GGA GCC ACA T 
PDCD4 MSdig R2   GAG GAA AAG GGA GAG GAG TGA 
MTSS1-2F    GAG CCC AGC CAG AGC GAG C 
MTSS1-2R    CGG CGT CCG GAT CTG TTG CT 
TUSC3-B-F1    TAC CGC GCG TGG AGG AGA CA 
TUSC3-B-R1    GTG GGC AGG TAC CGC AGC C 
4.3.4 Charakterisierung des Amplifizierungssegments 
Die Länge der zu amplifizierenden Sequenzen betrug zwischen 81 und 101 Basenpaaren, 
ihre Lokalisation wurde in Relation zum Transkriptionsstartpunkt am Startcodon ATG er-
mittelt. In Tabelle 4.2 sind die Lage und Länge sowie die Anzahl der Schnittstellen und 















MGMT -7 bis +94 101 2 13 
RASSF1A +45 bis +145 100 4 14,5 
RASAL1 -278 bis -187 91 3 11 
PDCD4 -4305 bis -42241) 81 3 5 
MTSS1 -528 bis -439 89 2 13 
TUSC3 -33 bis +65 98 2 13 
1)  Der große Abstand zum Startcodon bei PDCD4 erklärt sich durch das nichttranslatierte
 Exon 1 und das große Intron 1 mit 3947 Basenpaaren. 
Tabelle 4.2 Charakterisierung des Amplifizierungssegments 
4.3.5 Real-time PCR am LightCycler 1.0 
Die Methylierungsanalyse der Gene MGMT, RASSF1A, RASAL1, PDCD4 und MTSS1 
erfolgte ausschließlich am Gerät LightCycler 1.0 der Firma Roche.  
Das in LightCycler® Kapillaren der Firma Roche pipettierte Reaktionsvolumen betrug 
20 µl und enthielt 3 µl des DNA-Verdaus, 10 µl des QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit 
(QIAGEN) sowie 0,5 µM Primer. Das fehlende Reaktionsvolumen wurde mit Millipore-
Wasser ergänzt. Die verschlossenen Kapillaren wurden in das LightCylcer-Karussel 
platziert und bis auf 3000 rpm zentrifugiert.  
Auf eine 15minütige initiale Denaturierung bei 95 °C folgte die Amplifzierung mit 45 
Zyklen, wobei für die verschiedenen Gene unterschiedliche Temperaturen und Zeiten gal-
ten (Tabelle 4.2).  
 
Gen Denaturierung Annealing DNA-Synthese 
 Temperatur (°C) Dauer (s) Temperatur (°C) Dauer (s) Temperatur (°C) Dauer (s) 
MGMT 94 10 60 17 72 10 
RASSF1A 95 10 65 17 72 15 
RASAL1 95 15  661)  201)   
PDCD4 94 10 60 17 72 10 
MTSS1 94 15 66 20 72 15 
1)  Two-step-PCR 




Zur Ermittlung der Schmelzkurve wurden die Proben unter kontinuierlicher Fluoreszens-
messung mit einer Geschwindigkeit von 0,2 °C/s von 55 °C auf 98 °C (99 °C bei 
RASAL1) erhitzt. Bei der Durchführung der real-time PCR fand das Programm „Light-
Cycler Software Version 3“ Verwendung. Die Berechnung des Anteils methylierter DNA 
erfolgte mit der Software „Excel® 2007“. 
Die Methylierungsanalyse wurde teils in Einfach-, teils in Doppelbestimmungen durchge-
führt, strittige Werte wurden wiederholt. Zudem lief bei jeder PCR mindestens eine Nega-
tivkontrolle mit, die anstelle von DNA Millipore-Wasser enthielt.  
4.3.6 Real-time PCR am LightCycler® 480 
Für das Gen TUSC3 fand lediglich die Etablierung der Methylierungsanalyse am Light-
Cycler 1.0 statt. Die eigentliche Methylierungsbestimmung erfolgte hingegen am Light-
Cycler® 480 der Firma Roche unter Verwendung des Programms „LightCycler® 480 
Software 1.5.0“. Hierfür mussten nur kleine Änderungen im Bereich der Amplifizierungs-
temperaturen und -zeiten im Vergleich zum LightCylcler 1.0 vorgenommen werden 
(Tabelle 4.3).  
 
Gen Denaturierung Annealing DNA-Synthese 
 Temperatur (°C) Dauer (s) Temperatur (°C) Dauer (s) Temperatur (°C) Dauer (s) 
TUSC3 95 15 60 34 72 20 
Tabelle 4.4 Temperaturen und Zeiten während der Amplifizierung bei TUSC3 am 
LightCycler® 480 
Auf die initiale Denaturierung bei 95 °C für 15 Minuten folgte die Amplifizierung mit 42 
Zyklen. Für die Erstellung der Schmelzkurve wurden die Proben unter kontinuierlicher 
Fluoreszenzmessung mit einer Geschwindigkeit von 0,11 °C/s von 50 °C auf 98 °C erhitzt.  
Das Pipettierschema für den Reaktionsansatz konnte unverändert übernommen werden 
(siehe 4.3.4). Als Reaktionsgefäß dienten LightCycler® 480 Multiwell Plates der Firma 
Roche, die mit einer Sealing-Folie (Roche) verschlossen und für eine Minute bei 1000 G 
zentrifugiert wurden. Bei jeder PCR liefen vier Negativ-Kontrollen mit. Die Berechnung 




4.3.7 Standardkurve am LightCycler® 480 
Würde bei jedem Amplifizierungszyklus die im Ansatz enthaltene DNA exakt verdoppelt 
werden, so betrüge die Effizienz der PCR 2. Diese Effizienz wird in der Regel jedoch nicht 
erreicht, so dass für die meisten PCRs niedrigere Werte gelten.  
Zur Ermittlung der PCR-Effizienz E für das Gen TUSC3 am LightCylcer® 480 wurde so-
wohl für den Quantifizierungs- als auch den Kalibratorverdau eine Standardkurve erstellt. 
Hierzu wurde eine Verdünnungsreihe der Stufen 1:4, 1:16, 1:64, 1:256, 1:1024, 1:4096 und 
1:16384 hergestellt und, um Pipettierfehler zu minimieren, in Vierfachansätzen in die PCR 
eingesetzt. Mithilfe der „LightCycler® 480 Software 1.5.0“, in die zuvor die Verdünnungs-
stufen eingegeben worden waren, ließ sich die Effizienz der PCR berechnen.  
4.4 Statistische Auswertung 
Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit der Software „PASW Statistics 17“ unter 
Verwendung des zweiseitigen exakten Tests nach Fisher, wobei ein p-Wert kleiner 0,05 als 
statistisch signifikant galt. Für die Schätzung der Überlebensfunktion wurde das Verfahren 
nach Kaplan-Meier angewendet, für den Vergleich der Überlebenskurven der Logrank-






5.1.1 Klinische Daten 
In dieser Arbeit wurde Gewebematerial von 42 Patienten, darunter 33 Männer (78,6%) und 
neun Frauen (21,4%), untersucht. Das mittlere Alter bei Diagnosestellung betrug 59 Jahre 
(Median 59,5 Jahre). 23 Patienten waren zum Diagnosezeitpunkt 60 Jahre oder jünger, 19 
Patienten älter als 60 Jahre. Die Alterspanne erstreckte sich zwischen 38 und 77 Jahren.  
 
Charakteristikum  Anzahl der Patienten Prozent (%) 
Gesamt  42 100,0 
Geschlecht    
Männlich  33 78,6 
Weiblich  9 21,4 
Alter bei Diagnose   
≤ 60 Jahre 23 54,8 
> 60 Jahre 19 45,2 
Überlebensstatus    
Lebend1) 13 31,0 
Verstorben 28 66,7 
Unbekannt 1 2,4 
Nikotinabusus   
Ja 37 88,1 
Nein 5 11,9 
1)  lebend gemeldet am 05.08.2009, 06.08.2009, 08.08.2009 oder 19.09.2009 
Tabelle 5.1 Zusammenfassung der klinischen Daten 
Zum Zeitpunkt der letzten Datenerfassung waren 28 Patienten (66,7%) verstorben, die 
übrigen 13 Patienten (31%) wurden im Zeitraum vom 05.08.2009 bis zum 19.09.2009 als 
lebend gemeldet. Von einem Patienten fehlten die Angaben. Somit betrug die mittlere 
Überlebenszeit 55 Monate (Median 49 Monate). Neben Daten zum Krankheitsverlauf und 
zur Therapie standen Angaben zum Nikotinabusus zur Verfügung. Demnach rauchten 37 




Nichtrauchern befanden sich ein Mann und vier Frauen. Die klinischen Daten sind in Ta-
belle 5.1 zusammengefasst. 
5.1.2 Pathologische Daten 
Wie im Kapitel 2.2.2 beschrieben wurden die histologischen Subtypen in vier Gruppen ein-
geteilt: Adenokarzinome, Plattenepithelkarzinome, großzellige Karzinome und neuroendo-
krine Karzinome. Plattenepithelkarzinome nahmen dabei im Untersuchungsgut den größ-
ten Teil ein, gefolgt von Adenokarzinomen. Großzellige Karzinome sowie neuroendokrine 
Tumoren spielten eine untergeordnete Rolle.  
 
1)  einschließlich bronchioloalveoläres Karzinom und adenosquamöses Karzinom 
2)  umfasst einen Kombinationstumor (aus gering differenziertem Plattenepithelkarzinom und ge-
ring differenziertem neuroendokrinen Kleinzeller) und einen neuroendokriner Kleinzeller 
Tabelle 5.2 Verteilung der histologischen Tumortypen unter den Patienten dieser Arbeit 
Bei der Einteilung der Tumoren nach der 7. Auflage der TNM-Klassifikation von 2010 
überwog das Stadium pT2 im Patientenkollektiv, zwei Drittel der untersuchten Patienten 
wies keine regionalen Lymphknotenmetastasen auf, lediglich in drei Fällen lag eine Fern-
metastasierung vor. Die Verteilung des T-, N- und M-Stadiums ist in den Tabellen 5.3 bis 
5.6 dargestellt. Das T-Stadium wurde sowohl nach übergeordneten einfachen Stadien-
gruppen als auch detailliert nach Stadienuntergruppen ausgewertet.  
Der Differenzierungsgrad der Karzinome verteilte sich relativ ausgeglichen auf die Stadien 
G2 und G3. Lediglich bei vier Patienten konnte der Tumor nicht im Gesunden reseziert 
werden. Zum Operationszeitpunkt befanden sich mehr als zwei Drittel der Patienten in den 
Erkrankungsstadien I und II. Die Angaben zum histopathologischen Grading, zum Residu-
altumor und zur Stadiengruppierung ist den Tabellen 5.7 bis 5.10 zu entnehmen. 
 
 
Tumortyp Anzahl Prozent (%) 
Adenokarzinom1) 17 40,5 
Plattenepithelkarzinom 20 47,6 
Großzelliges Karzinom 3 7,1 





 Anzahl Prozent (%) 
T1 10 23,8 
T2 24 57,1 
T3 3 7,1 
T4 5 11,9 
Gesamt 42 100,0 
Tabelle 5.3 Verteilung des T-Stadiums (Primärtumor) nach der 7. Auflage der TNM-
Klassifikation von 2010, einfach 
 
Primärtumor T Anzahl, detailliert Prozent (%), detailliert 
T1a 8 19,0 
T1b 2 4,8 
T2a 16 38,1 
T2b 8 19,0 
T3 3 7,1 
T4 5 11,9 
Gesamt 42 100,0 
Tabelle 5.4 Verteilung des T-Stadiums (Primärtumor) nach der 7. Auflage der TNM-
Klassifikation von 2010, detailliert 
 
Regionäre Lymphknoten N Anzahl  Prozent (%) 
N0 28 66,7 
N1 11 26,2 
N2 3 7,1 
Gesamt  42 100,0 
Tabelle 5.5 Verteilung des Lymphknotenstatus N nach der 7. Auflage der TNM-







Fernmetastasen M Anzahl Prozent (%) 
M0 38 90,5 
M1 3 7,1 
Unbekannt 1 2,4 
Gesamt 42 100,0 
Tabelle 5.6 Verteilung der Fernmetastasen M nach der 7. Auflage der TNM-Klassifika-
tion von 2010 
Grading G  Anzahl Prozent (%) 
G2 24 57,1 
G3 18 42,9 
Gesamt 42 100,0 
Tabelle 5.7 Verteilung des histopathologischen Gradings nach der 7. Auflage der TNM-
Klassifikation von 2010 
Residualtumor R Anzahl Prozent (%) 
R0 38 90,5 
R1 3 7,1 
R2 1 2,4 
Gesamt 42 100,0 
Tabelle 5.8 Verteilung des Residualtumorstadiums nach der 7. Auflage der TNM-
Klassifikation von 2010 
Stadium  Anzahl Prozent (%), 
Stadium I 19 45,2 
Stadium II 10 23,8 
Stadium III 9 21,4 
Stadium IV 3 7,1 
Unbekannt/X 1 2,4 
Gesamt 42 100,0 







Stadium Anzahl Prozent (%) 
Stadium IA 8 19,0 
Stadium IB 11 26,2 
Stadium IIA 9 21,4 
Stadium IIB 1 2,4 
Stadium IIIA 9 21,4 
Stadium IIIB 0 0,0 
Stadium IV 3 7,1 
Unbekannt/X 1 2,4 
Gesamt 42 100,0 
Tabelle 5.10 Stadienverteilung nach der 7. Auflage der TNM-Klassifikation von 2010, 
detailliert 
5.2 Methylierungsstatus  
In dieser Arbeit wurden sechs Gene hinsichtlich ihrer Methylierung in Bronchus-, Lungen- 
und Tumorgewebe derselben Patienten untersucht: MGMT, RASSF1A, RASAL1, PDCD4, 
MTSS1 und TUSC3.  
5.2.1 Auswahl der Gene 
Die Auswahl der Gene MGMT, RASSF1A, RASAL1 und MTSS1 erfolgte durch Litera-
turrecherche. Die Gene PDCD4 und TUSC3 wurden anhand eines Datensatzes zur Genex-
pression in Bronchialepithel, peripherem Lungengewebe und nicht-kleinzelligen Lungen-
karzinomen, der mittels des Affymetrix U133A Micorarrays gewonnen wurde, ausgewählt. 
Beide Gene waren sowohl im Plattenepithelkarzinom als auch im Adenokarzinom im Ver-
gleich zum Bronchialepithel herunterreguliert (Woenckhaus et al., 2006).  
5.2.2 Festlegung des Cut-off-Werts 
Ein Gewebe wurde dann als methyliert angesehen, wenn sich in der quantitativen Methy-
lierungsanalyse ein Wert größer 4 Prozent nachweisen ließ. Die Entscheidung für einen 
Cut-off-Wert von 4 Prozent wurde dadurch gestützt, dass sich in früheren Studien ab die-




2006) beziehungsweise eine gute Differenzierung zwischen normalem und prämalignem/ 
malignem Gewebe möglich war (Eads et al., 2000). Auch andere Arbeiten orientierten sich 
an diesem Wert (Feng et al., 2008; Wu et al., 2010). 
5.2.3 Methylierung im Bronchus-, Lungen- und Tumorgewebe 
Tabelle 5.11 beschreibt die Häufigkeit von methyliertem Gewebe im Patientenkollektiv.  
 
Untersuchtes Gen Gewebetyp 
 Bronchus Lunge Tumor 
 % n/ngesamt % n/ngesamt % n/ngesamt 
MGMT 7,1 2/28 2,4 1/42 7,1 3/42 
RASSF1A 3,4 1/29 0,0 0/42 26,2 11/42 
RASAL1 0,0 0/27 2,4 1/42 4,8 2/42 
PDCD4 0,0 0/27 0,0 0/42 0,0 0/42 
MTSS1 0,0 0/24 0,0 0/42 0,0 0/42 
TUSC3 67,9 19/28 31,0 13/42 59,5 25/42 
Tabelle 5.11 Methylierung von Bronchus-, Lungen- und Tumorgewebe 
In keinerlei Gewebe ließ sich eine Methylierung von PDCD4 und MTSS1 nachweisen. 
MGMT war in allen drei Geweben sporadisch methyliert, wenn auch geringfügig häufiger 
in Bronchus- und in Tumor- als in normalem Lungengewebe. Für RASAL1 fand sich ver-
einzelt ein positives Ergebnis in Lunge und Tumor, nicht jedoch im Bronchialepithel. 
RASSF1A wies keine Methylierung im Lungengewebe, dafür sporadisch im Bronchus und 
in einem Viertel der Tumorproben auf. Lediglich bei TUSC3 zeigte sich im gesamten Un-
tersuchungsgut regelmäßig eine Methylierung, wobei diese im Bronchialepithel am häu-
figsten nachgewiesen werden konnte, gefolgt von Tumor und Lunge. Die Verteilung der 
einzelnen Methylierungswerte in Prozent von TUSC3 im Untersuchungskollektiv ist für 














































Abbildung 5.1 Verteilung der Methylierungswerte in Prozent von TUSC3 im Bronchialgewebe 









Im gepoolten Vollblut gesunder Patienten, das stets als Negativkontrolle mituntersucht 
wurde, ließ sich für keines der Gene eine Methylierung nachweisen. Somit konnten falsch 
positive Methylierungsergebnisse durch sich im Gewebe befindende Leukozyten ausge-
schlossen werden.  
Was die Übereinstimmung der Methylierung in den drei verschiedenen Gewebetypen pro 
Patient anbelangt, ließen sich folgende Ergebnisse erzielen:  
Von den drei Patienten mit positiver Methylierung von MGMT im Tumor zeigte sich le-
diglich bei einem auch in der Lunge diese Veränderung und zwar in deutlich stärkerer Aus-
prägung als im zugehörigen Malignom. Bei zwei Patienten war das Bronchialgewebe me-
thyliert, nicht jedoch andere Gewebetypen (siehe Tabelle 9.4 im Anhang).  
RASSF1A war bei 11 Patienten im Tumor methyliert, jedoch nicht im Bronchus- oder 
Lungengewebe. In dem einen Fall mit positiver Methylierung des Bronchialepithels waren 
wiederum die beiden anderen Gewebetypen nicht von dieser Veränderung betroffen (siehe 
Tabelle 9.5 im Anhang).  
In Bezug auf RASAL1 fand sich bei zwei Patienten eine Methylierung, wovon einer diese 














TUSC3 war bei neun Personen ausschließlich im Tumor methyliert, jedoch stand in sechs 
Fällen kein Bronchusgewebe zur Analyse zur Verfügung. Auch Lungen- (5 Fälle, 2 davon 
ohne Bronchusanalyse) und Bronchialgewebe (6 Fälle) wiesen teilweise isoliert eine Me-
thylierung auf. Bei fünf Erkrankten ließ sich in allen drei Gewebetypen, bei acht Patienten 
sowohl im Tumor als auch im Bronchialepithel diese Veränderung nachweisen. Bei den 
drei Personen mit Methylierung im Lungen- und Tumorgewebe konnte aufgrund von Ma-
terialmangel keine Bronchusanalyse durchgeführt werden (siehe Tabelle 9.7 im Anhang). 
Bei fünf Patienten waren gleichzeitig zwei Gene im Tumorgewebe methyliert. Ein Proband 
wies sowohl in Lungen- als auch Tumorgewebe eine Methylierung von jeweils drei Genen 
auf, wobei in diesem Fall für die Untersuchung von Bronchialepithel kein Material zur 
Verfügung stand. Insgesamt war bei 12 Patienten in Bronchus-, Tumor- oder Lungenge-
webe mehr als ein Gen von dieser epigenetischen Veränderung betroffen (siehe Tabelle 





5.3 Korrelation des Methylierungsstatus mit klinischen und
 pathologischen Parametern 
Der Methylierungsstatus wurde zu den klinischen Parametern Geschlecht, Alter, Überleben 
und Nikotinabusus sowie den pathologischen Parametern Tumorstadium, Lymphknotenbe-
fall, Metastasierung, Differenzierungsgrad, R-Stadium, Histologie der Tumoren und Sta-
diengruppierung in Beziehung gesetzt. Als statistisches Verfahren wurde der zweiseitige 
exakte Test nach Fisher verwendet, dabei Ergebnisse mit einem p-Wert kleiner 0,05 als 
signifikant gewertet. 
5.3.1 Korrelation zwischen Methylierungsstatus und Geschlecht 
Bei keinem der vier Gene zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen dem Methy-
lierungsstatus und dem Geschlecht. Lediglich im Bronchialepithel war TUSC3 bei Män-
nern (77,3%) deutlich häufiger methyliert als bei Frauen (33,3%), jedoch verfehlte dieser 
Zusammenhang das Signifikanzniveau knapp (p = 0,064).  
 
 Bronchus Lunge Tumor 
 % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) 
MGMT          






Weiblich 0,0 0/6 0,0 0/9 0,0 0/9 
RASSF1a          






Weiblich 0,0 0/6 0,0 0/9 33,3 3/9 
RASAL1          






Weiblich 0,0 0/6 0,0 0/9 0,0 0/9 
TUSC3          






Weiblich 33,3 2/6 11,1 1/9 55,6 5/9 
1)  zweiseitiger exakter Test nach Fisher 





5.3.2 Korrelation zwischen Methylierungsstatus und Alter 
Je nach Alter zum Zeitpunkt der Diagnosestellung wurden die Patienten in zwei Alters-
gruppen eingeteilt (≤ 60 Jahre oder > 60 Jahre). 
Zwischen dem Alter der Patienten und dem Methylierungsstatus sämtlicher Gene ließ sich 
kein signifikanter Zusammenhang feststellen, jedoch war vor allem im Bronchus TUSC3 
bei den über Sechzigjährigen häufiger methyliert als in der Gruppe der jüngeren Studien-
teilnehmer. Im Tumorgewebe ließ sich dieser Effekt deutlich weniger ausgeprägt beobach-
ten. 
 
 Bronchus Lunge Tumor 
 % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) 
MGMT          






> 60 Jahre 0,0 0/10 0,0 0/19 5,3 1/19 
RASSF1A          






> 60 Jahre 9,1 1/11 0,0 0/19 26,3 5/19 
RASAL1          






> 60 Jahre 0,0 0/10 0,0 0/19 0,0 0/19 
TUSC3          






> 60 Jahre 81,8 9/11 31,6 6/19 63,2 12/19 
1)  zweiseitiger exakter Test nach Fisher 





5.3.3 Korrelation zwischen Methylierungsstatus und Überleben 
Bei der Korrelation von Überleben und Methylierung konnte für die Gene MGMT, 
RASSF1A und RASAL1 kein statistisch signifikanter Zusammenhang festgestellt werden. 
TUSC3 bildet hier eine Ausnahme. Unter den Überlebenden fand sich im Tumorgewebe 
signifikant häufiger eine Methylierung dieses Gens als unter den im Beobachtungsintervall 
verstorbenen Patienten (p = 0,039). Eine ähnliche Tendenz ließ sich für die Methylierung 
von TUSC3 im Lungengewebe und weniger im Bronchialgewebe beobachten, allerdings 
ohne statistische Signifikanz. 
 
 Bronchus Lunge Tumor 
 % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) 
MGMT          






Verstorben 5,0 1/20 3,6 1/28 7,1 2/28 
RASSF1A          






Verstorben 5,0 1/20 0,0 0/28 32,1 9/28 
RASAL1          






Verstorben 0,0 0/19 3,6 1/28 7,1 2/28 
TUSC3          






Verstorben 63,2 12/19 25,0 7/28 46,4 13/28 
1)  zweiseitiger exakter Test nach Fisher 





5.3.4 Korrelation zwischen Methylierungsstatus und Nikotinabusus 
Zwischen dem Methylierungsstatus und dem Nikotinabusus konnte für keines der Gene ein 
statistisch signifikanter Zusammenhang hergestellt werden. Bei MGMT und RASAL1 trat 
eine Methylierung ausschließlich bei Rauchern auf, wohingegen bei TUSC3 in Lungen- 
und Tumor- und bei RASSF1A in Tumorgewebe auch bei Nichtrauchern positive Methy-
lierungswerte nachweisbar waren.  
 
 Bronchus Lunge Tumor 
 % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) 
MGMT          






Raucher 7,7 2/26 2,7 1/37 8,1 3/37 
RASSF1A          






Raucher 3,7 1/27 0,0 0/37 24,3 9/37 
RASAL1          






Raucher 0,0 0/27 2,7 1/37 5,4 2/37 
TUSC3          






Raucher 73,1 19/26 29,7 11/37 59,5 22/37 
1)  zweiseitiger exakter Test nach Fisher 
Tabelle 5.15 Methylierungsstatus und Nikotinabusus 
5.3.5 Korrelation zwischen Methylierungsstatus und Primärtumor T 
In der 7. Auflage der TNM-Klassifikation von 2010 (Wittekind, Meyer, 2010) wurden die 
Primärtumorstadien T1 und T2 nochmals in a und b untergliedert. In Tabelle 5.16 findet 
sich die statistische Auswertung nach übergeordneten T-Stadien, Tabelle 5.17 gibt die de-
taillierte Auswertung mit Untergliederung der Stadien T1 und T2 in a und b wieder.  
Während bei der Korrelation von einfachen T-Stadien mit dem Methylierungsstatus für 
keines der Gene ein signifikanter Zusammenhang hergestellt werden konnte, fand sich bei 
der Auswertung mit detaillierten Tumorstadien ein signifikanter Zusammenhang (p = 




TUSC3 im Tumorgewebe. Ein ähnliches Ergebis zeigt sich, wenn die Stadien T1a, T1b 
und T2a sowie T2b, T3 und T4 zu Gruppen zusammengefasst werden: Tumorgewebe der 
niedrigeren T-Stadien T1a, T1b und T2a war signifikant häufiger von einer Methylierung 
der Promotorregion von TUSC3 betroffen als das der höheren Stadien T2b, T3 und T4 (p = 
0,008). Für die Zusammenfassung der einfachen T-Stadien T1/T2 versus T3/T4 konnte 
dieser Zusammenhang nicht festgestellt werden (p = 0,235). 
 
 Bronchus Lunge Tumor 
 % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) 
MGMT          






T2 5,9 1/17 0,0 0/24 8,3 2/24 
T3 0,0 0/3 0,0 0/3 0,0 0/3 
T4 25,0 1/4 0,0 0/5 0,0 0/5 
RASSF1A          






T2 5,9 1/17 0,0 0/24 29,2 7/24 
T3 0,0 0/3 0,0 0/3 33,3 1/3 
T4 0,0 0/4 0,0 0/5 0,0 0/5 
RASAL1          






T2 0,0 0/16 0,0 0/24 4,2 1/24 
T3 0,0 0/3 0,0 0/3 0,0 0/3 
T4 0,0 0/4 0,0 0/5 0,0 0/5 
TUSC3          






T2 81,3 13/16 33,3 8/24 66,7 16/24 
T3 33,3 1/3 0,0 0/3 33,3 1/3 
T4 50,0 2/4 20,0 1/5 40,0 2/5 
1)  zweiseitiger exakter Test nach Fisher 





 Bronchus Lunge Tumor 
 % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) 
MGMT          






T1b 0,0 0/2 0,0 0/2 0,0 0/2 
T2a 10,0 1/10 0,0 0/16 6,3 1/16 
T2b 0,0 0/7 0,0 0/8 12,5 1/8 
T3 0,0 0/3 0,0 0/3 0,0 0/3 
T4 25,0 1/4 0,0 0/5 0,0 0/5 
RASSF1A          






T1b 0,0 0/2 0,0 0/2 50,0 1/2 
T2a 10,0 1/10 0,0 0/16 18,8 3/16 
T2b 0,0 0/7 0,0 0/8 50,0 4/8 
T3 0,0 0/3 0,0 0/3 33,3 1/3 
T4 0,0 0/4 0,0 0/5 0,0 0/5 
RASAL1          






T1b 0,0 0/2 0,0 0/2 0,0 0/2 
T2a 0,0 0/10 0,0 0/16 0,0 0/16 
T2b 0,0 0/6 0,0 0/8 12,5 1/8 
T3 0,0 0/3 0,0 0/3 0,0 0/3 
T4 0,0 0/4 0,0 0/5 0,0 0/5 
TUSC3          






T1b 0,0 0/2 100,0 2/2 0,0 0/2 
T2a 80,0 8/10 31,3 5/16 87,5 14/16 
T2b 83,3 5/6 37,5 3/8 25,0 2/8 
T3 33,3 1/3 0,0 0/3 33,3 1/3 
T4 50,0 2/4 20,0 1/5 40,0 2/5 
1) zweiseitiger exakter Test nach Fisher 




5.3.6 Korrelation zwischen Methylierungsstatus und N-Stadium 
Zwischen dem Lymphknotenbefall und der Promotormethylierung wies keines der unter-
suchten Gene einen signifikanten Zusammenhang auf.  
 
 Bronchus Lunge Tumor 
 % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) 
MGMT          





0,352 N1 0,0 0/8 9,1 1/11 18,2 2/11 
N2 0,0 0/2 0,0 0/3 0,0 0/3 
RASSF1A          





1,000 N1 12,5 1/8 0,0 0/11 27,3 3/11 
N2 0,0 0/2 0,0 0/3 33,3 1/3 
RASAL1          





0,561 N1 0,0 0/8 9,1 1/11 9,1 1/11 
N2 0,0 0/2 0,0 0/3 0,0 0/3 
TUSC3          





0,609 N1 50,0 4/8 18,2 2/11 45,5 5/11 
N2 50,0 1/2 66,7 2/3 66,7 2/3 
1)  zweiseitiger exakter Test nach Fisher 





5.3.7 Korrelation zwischen Methylierungsstatus und M-Stadium 
Auch zwischen der Fernmetastasierung und dem Methylierungsstatus der Gene ließ sich 
kein signifikanter Zusammenhang nachweisen.  
 
 Bronchus Lunge Tumor 
 % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) 
MGMT          






M1 0,0 0/2 0,0 0/3 0,0 0/3 
RASSF1A          






M1 0,0 0/2 0,0 0/3 33,3 1/3 
RASAL1          






M1 0,0 0/2 0,0 0/3 0,0 0/3 
TUSC3          






M1 0,0 0/2 66,7 2/3 33,3 1/3 
1)  zweiseitiger exakter Test nach Fisher 













5.3.8 Korrelation zwischen Methylierungsstatus und Grading 
Der Differenzierungsgrad der Tumoren korrelierte bei keinem der untersuchten Gene signi-
fikant mit dem Methylierungsstatus. 
 
 Bronchus Lunge Tumor 
 % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) 
MGMT          






G3 7,7 1/13 0,0 0/18 11,1 2/18 
RASSF1A          






G3 7,7 1/13 0,0 0/18 27,8 5/18 
RASAL1          






G3 0,0 0/12 0,0 0/18 0,0 0/18 
TUSC3          






G3 66,7 8/12 33,3 6/18 55,6 10/18 
1)  zweiseitiger exakter Test nach Fisher 





5.3.9 Korrelation zwischen Methylierungsstatus und Residualtumor 
Mit Ausnahme der Promotormethylierung von TUSC3 im Tumorgewebe (p = 0,021) ergab 
sich keinerlei signifikanter Zusammenhang mit dem Residualturmorstadium. Bei TUSC3 
waren ausschließlich Tumorfälle methyliert, die in sano reseziert werden konnten.  
 
 Bronchus Lunge Tumor 
 % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) 
MGMT          





0,265 R1 0,0 0/1 0,0 0/3 33,3 1/3 
R2 0,0 0/1 0,0 0/1 0,0 0/1 
RASSF1A          





0,669 R1 0,0 0/1 0,0 0/3 0,0 0/3 
R2 0,0 0/1 0,0 0/1 0,0 0/1 
RASAL1          





1,000 R1 0,0 0/1 0,0 0/3 0,0 0/3 
R2 0,0 0/1 0,0 0/1 0,0 0/1 
TUSC3          





0,021 R1 100,0 1/1 33,3 1/3 0,0 0/3 
R2 0,0 0/1 100,0 1/1 0,0 0/1 
1)  zweiseitiger exakter Test nach Fisher 
2) keine Berechnung möglich 





5.3.10 Korrelation zwischen Methylierungsstatus und Histologie 
Zwischen der Tumorhistologie und dem Methylierungsstatus ließ sich ebenfalls kein signi-
fikanter Zusammenhang feststellen. 
 
 Bronchus Lunge Tumor 
 % n/ngesamt p5) % n/ngesamt p5) % n/ngesamt p5) 
MGMT          






PECA2) 0,0 0/13 5,0 1/20 10,0 2/20 
GCCA3) 33,3 1/3 0,0 0/3 0,0 0/3 
NECA4) 0,0 0/1 0,0 0/2 50,0 1/2 
RASSF1A          






PECA2) 7,1 1/14 0,0 0/20 20,0 4/20 
GCCA3) 0,0 0/3 0,0 0/3 0,0 0/3 
NECA4) 0,0 0/1 0,0 0/2 50,0 1/2 
RASAL1          






PECA2) 0,0 0/12 5,0 1/20 10,0 2/20 
GCCA3) 0,0 0/3 0,0 0/3 0,0 0/3 
NECA4) 0,0 0/1 0,0 0/2 0,0 0/2 
TUSC3          






PECA2) 76,9 10/13 45,0 9/20 55,0 11/20 
GCCA3) 66,7 2/3 33,3 1/3 33,3 1/3 
NECA4) 100,0 1/1 0,0 0/2 50,0 1/2 
1)  Adenokarzinom 
2)  Plattenepithelkarzinom 
3)  großzelliges Karzinom 
4) neuroendokrines Karzinom 
5)  zweiseitiger exakter Test nach Fisher 





5.3.11 Korrelation zwischen Methylierungsstatus und Stadien-
 gruppierung 
Bei der Untersuchung der einfachen Stadiengruppierungen ergab sich lediglich im Bron-
chialgewebe bei TUSC3 ein signifikantes Ergebnis (p = 0,041). Zudem wies die Kombi-
nation des Bronchusgewebes der niedrigeren Stadien I und II häufiger eine Methylierung 
der Promotorregion dieses Gens auf als die der höheren Stadien III und IV (p = 0,035).  
Die Auswertung der detailliert aufgegliederten Erkrankungsstadien zeigte für keines der 
Gene eine Signifikanz. 
 
 Bronchus Lunge Tumor 
 % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) % n/ngesamt p1) 
MGMT          






II 0,0 0/7 10,0 1/10 20,0 2/10 
III 12,5 1/8 0,0 0/9 0,0 0/9 
IV 0,0 0/2 0,0 0/3 0,0 0/3 
RASSF1A          






II 14,3 1/7 0,0 0/10 40,0 4/10 
III 0,0 0/8 0,0 0/9 22,2 2/9 
IV 0,0 0/2 0,0 0/3 33,3 1/3 
RASAL1          






II 0,0 0/6 10,0 1/10 20,0 2/10 
III 0,0 0/8 0,0 0/9 0,0 0/9 
IV 0,0 0/2 0,0 0/3 0,0 0/3 
TUSC3          






II 100,0 6/6 30,0 3/10 40,0 4/10 
III 50,0 4/8 22,2 2/9 44,4 4/9 
IV 0,0 0/2 66,7 2/3 33,3 1/3 
1)  zweiseitiger exakter Test nach Fisher 




 Bronchus Lunge Tumor 
 % n/ngesamt p
1) % n/ngesamt p
1) % n/ngesamt p
1) 
MGMT          






IB 12,5 1/8 0,0 0/11 9,1 1/11 
IIA 0,0 0/6 11,1 1/9 11,1 1/9 
IIB 0,0 0/1 0,0 0/1 100,0 1/1 
IIIA 12,5 1/8 0,0 0/9 0,0 0/9 
IIIB 0,0 0/0 0,0 0/0 0,0 0/0 
IV 0,0 0/2 0,0 0/3 0,0 0/3 
RASSF1A          






IB 0,0 0/8 0,0 0/11 18,2 2/11 
IIA 16,7 1/6 0,0 0/9 33,3 3/9 
IIB 0,0 0/1 0,0 0/1 100,0 1/1 
IIIA 0,0 0/8 0,0 0/9 22,2 2/9 
IIIB 0,0 0/0 0,0 0/0 0,0 0/0 
IV 0,0 0/2 0,0 0/3 33,3 1/3 
RASAL1          






IB 0,0 0/8 0,0 0/11 0,0 0/11 
IIA 0,0 0/5 11,1 1/9 22,2 2/9 
IIB 0,0 0/1 0,0 0/1 0,0 0/1 
IIIA 0,0 0/8 0,0 0/9 0,0 0/9 
IIIB 0,0 0/0 0,0 0/0 0,0 0/0 
IV 0,0 0/2 0,0 0/3 0,0 0/3 
TUSC3          






IB 75,0 6/8 36,4 4/11 90,9 10/11 
IIA 100,0 5/5 33,3 3/9 44,4 4/9 
IIB 100,0 1/1 0,0 0/1 0,0 0/1 
IIIA 50,0 4/8 22,2 2/9 44,4 4/9 
IIIB 0,0 0/0 0,0 0/0 0,0 0/0 
IV 0,0 0/2 66,7 2/3 33,3 1/3 
1)  zweiseitiger exakter Test nach Fisher 




5.4 Überlebensfunktionen nach Kaplan-Meier 
Schließlich wurden sämtliche klinischen und pathologischen Parameter im Hinblick auf die 
Überlebenszeit, die von 41 Patienten bekannt war, untersucht. Für die Schätzung der Über-
lebensfunktionen wurde das Verfahren nach Kaplan-Meier angewendet und das Signifi-
kanz-Niveau mittels des Logrank-Tests berechnet. Auch hier galt ein p-Wert kleiner 0,05 
als signifikant. 
Die Auswertung ließ keinen signifikanten Zusammenhang der Überlebenszeit mit den Pa-
rametern „Geschlecht (p = 0,864), Nikotinabusus (p = 0,322), Tumorhistologie (p = 0,788) 
und Differenzierungsgrad (p = 0,301)“ erkennen. Der Parameter „einfaches Tumorstadium 
T (p = 0,075)“ verfehlte das Signifikanzniveau knapp.  
Die Promotormethylierung der Gene MGMT (p = 0,972), RASSF1A (p = 0,417) und 
RASAL1 (p = 0,372) im Tumorgewebe wirkte sich ebenfalls nicht signifikant auf das 
Überleben der Patienten aus.  
Dagegen korrelierte die Überlebenszeit signifikant mit dem Erkrankungsalter (≤ 60 Jahre, 
> 60 Jahre; p = 0,034), dem detaillierten Tumorstadium T (p = 0,019), dem Lymphknoten-
befall N (p = 0,000), der Fernmetastasierung M (p = 0,000), dem einfachen (p = 0,000) und 
detaillierten Erkrankungstadium (p = 0,000) sowie dem R-Status (p = 0,017). Zudem leb-
ten Patienten mit Methylierung von TUSC3 im Tumorgewebe signifikant länger als die-
jenigen, die keine Methylierung der Promotorregion aufwiesen (p = 0,013). Im Folgenden 
sind die Überlebenskurven mit signifikantem Ergebnis dargestellt (Abbildungen 5.1 bis 
5.8). Die beigefügten Tabellen 5.25 bis 5.32 sollen das Überleben in Abhängigkeit vom 





5.4.1 Überleben in Abhängigkeit vom Alter zum Diagnosezeitpunkt 
Patienten, die zum Zeitpunkt der Diagnose 60 Jahre oder jünger waren, zeigten ein signifi-
kant geringeres Überleben als Patienten, bei denen sich die Erkrankung erst nach dem 60. 




Lediglich 18,2 Prozent der jüngeren, jedoch 47,4 Prozent der älteren Betroffenen überleb-
ten den Beobachtungszeitraum (Tabelle 5.25). 
 
Alter bei  
Diagnose 
verstorben lebend 
n/ngesamt % n/ngesamt % 
≤ 60 Jahre 18/22 81,8 4/22 18,2 
> 60 Jahre 10/19 52,6 9/19 47,4 
Tabelle 5.25 Überleben in Abhängigkeit vom Alter bei Diagnose 
  
> 60 Jahre 
≤ 60 Jahre 
> 60 Jahre - zensiert 
≤ 60 Jahre - zensiert 
 
 
















p = 0,034 




5.4.2 Überleben in Abhängigkeit vom Tumorstadium T, detailliert 
Zwischen dem Primärtumorstadium T und dem Überleben der Patienten ließ sich auf 




Es überlebten ausschließlich Patienten, bei denen ein Primärtumor der Stadien T1 oder T2 





n/ngesamt % n/ngesamt % 
T1a 5/8 62,5 3/8 37,5 
T1b 1/2 50,0 1/2 50,0 
T2a 7/15 46,7 8/15 53,3 
T2b 7/8 87,5 1/8 12,5 
T3 3/3 100,0 0/3 0,0 
T4 5/5 100,0 0/3 0,0 
Tabelle 5.26 Überleben in Abhängigkeit vom Primärtumor T, detailliert 






















T1a - zensiert 
T1b - zensiert 
T2a - zensiert 
T2b - zensiert 
T3  - zensiert 
T4  - zensiert 
p = 0,019 






5.4.3 Überleben in Abhängigkeit vom Lymphknotenbefall 
Zwischen dem Befall regionärer Lymphknoten und dem Überleben der Erkrankten fand 




Zum Zeitpunkt der letzten Datenerhebung waren bereits alle Patienten mit positivem 
Lymphknotenstatus verstorben, während 46,4 Prozent der Patienten mit negativem Nodal-
status lebten (Tabelle 5.27).  
 
Regionäre Lymphknoten N verstorben lebend 
n/ngesamt % n/ngesamt % 
N0 15/28 53,6 13/28 46,4 
N1 10/10 100,0 0/10 0,0 
N2 3/3 100,0 0/3 0,0 
Tabelle 5.27 Überleben in Abhängigkeit vom Lymphknotenbefall 
 



















N0 - zensiert 
N1 - zensiert 
N2 - zensiert 
 




5.4.4 Überleben in Abhängigkeit von der Fernmetastasierung 
Die drei Patienten, bei denen bereits bei Erstdiagnose eine Fernmetastasierung vorlag, ver-
starben ebenfalls deutlich früher. Auch dieses Ergebnis war statistisch hochsignifikant 




Von den 13 Überlebenden dieser Studie wies niemand eine Fernmetastasierung auf.  
 
Fernmetastasierung M verstorben lebend 
n/ngesamt % n/ngesamt % 
M0 25/38 65,8 13/38 34,2 
M1 3/3 100,0 0/3 0,0 
Tabelle 5.28 Überleben in Abhängigkeit von der Fernmetastasierung 
  


















M0 - zensiert 
M1 - zensiert 
p = 0,000 




5.4.5 Überleben in Abhängigkeit vom Erkrankungsstadium 
Sowohl bei der Auswertung des einfachen als auch des detaillierten Erkrankungsstadiums 
fand sich ein hochsignifikanter Zusammenhang in Bezug auf das Überleben der Erkrank-
ten. Abbildung 5.8 zeigt die Überlebenskurve für die einfache, Abbildung 5.9 für die de-
taillierte Stadiengruppierung. Tabellen 5.29 und 5.30 geben die genauen Überlebensdaten 
wieder. Demnach hatten fast nur Patienten, bei denen das Tumorleiden im Stadium 1 
diagnostiziert wurde, eine Überlebenschance. Lediglich ein Betroffener mit Stadium 2A 








n/ngesamt % n/ngesamt % 
1 7/19 36,8 12/19 63,2 
2 9/10 90,0 1/10 10,0 
3 9/9 100,0 0/9 0,0 
4 3/3 100,0 0/3 0,0 
















Gesamtüberleben in Monaten 
1A / 1B 
2A / 2B 
3A / 3B 
4 
1A / 1B - zensiert 
2A / 2B - zensiert 
3A / 3B - zensiert 
4 - zensiert 
 
 
p = 0,000 











n/ngesamt % n/ngesamt % 
1A 4/8 50,0 4/8 50,0 
1B 3/11 27,3 8/11 72,7 
2A 8/9 88,9 1/9 11,1 
2B 1/1 100,0 0/1 0,0 
3 9/9 100,0 0/9 0,0 
4 3/3 100,0 0/3 0,0 
Tabelle 5.30 Überleben in Abhängigkeit von der Stadiengruppierung, detailliert 
  























1A - zensiert 
1B - zensiert 
2A - zensiert 
2B - zensiert 
3A - zensiert 
4 - zensiert 




5.4.6 Überleben in Abhängigkeit vom Residualtumor 
Es fand sich zudem ein signifikanter Zusammenhang zwischen der vollständigen Entfer-
nung des Karzinoms im Gesunden beziehungsweise des Ausmaßes des Vorhandensein von 




Von den vier Patienten, bei denen keine Tumorresektion in sano möglich war, erlebte le-





n/ngesamt % n/ngesamt % 
R0 25/37 67,6 12/37 32,4 
R1 2/3 66,7 1/3 33,3 
R2 1/1 100,0 0/1 0,0 




















R0 - zensiert 
R1 - zensiert 
R2 - zensiert 
p = 0,017 
Gesamtüberleben in Monaten 




5.4.7 Überleben in Abhängigkeit vom Methylierungsstatus von TUSC3
 im Tumorgewebe 
Schließlich fand sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Methylierung der Pro-
motorregion von TUSC3 im Tumor und dem Überleben der Erkrankten. Patienten mit po-
sitivem Methylierungsstatus für dieses Gen lebten länger als Patienten, bei denen sich kei-





So verstarben 88,2 Prozent der Patienten, die keine Methylierung der Promotorregion von 
TUSC3 aufwiesen, jedoch lediglich 45,8 Prozent der Erkrankten mit positivem Methylie-
rungsstatus (Tabelle 5.32). 
 
Methylierungsstatus von  
TUSC3 
verstorben lebend 
n/ngesamt % n/ngesamt % 
methyliert 13/24 54,2 11/24 45,8 
nicht methyliert 15/17 88,2 2/17 11,8 
















 p = 0,013 nicht-methyliert 
methyliert 




Gesamtüberleben in Monaten 
Abbildung 5.11 Überleben in Abhängigkeit vom Methylierungsstatus von TUSC3 im  






In dieser Arbeit wurden sechs Gene auf ihren Methylierungsstatus hin beim Bronchial-
karzinom sowie in dazugehörigem nicht-malignem Bronchus- und Lungengewebe unter-
sucht und mit klinisch-pathologischen Parametern korreliert. Die Ergebnisse dieser Arbeit 
sollen im Folgenden unter Berücksichtigung der Forschungsliteratur zur Inaktivierung die-
ser Gene diskutiert werden.  
6.1 Unterschiede in der Methylierungshäufigkeit zwischen
 Lungen- und Bronchusgewebe 
Bei drei der untersuchten Gene fand sich im nicht-malignen Bronchusgewebe häufiger eine 
Methylierung als im Lungennormalgewebe, wobei dieser Effekt bei MGMT und 
RASSF1A bei durchaus geringen Methylierungssraten nur schwach ausgeprägt war: 
MGMT (7,1% (2/28) versus 2,4% (1/42)), RASSF1A (3,4% (1/29) versus 0% (0/42)) und 
TUSC3 (67,9% (10/28) versus 31% (13/42)). Ursächlich für diesen Sachverhalt dürfte die 
stärkere Exposition der Bronchialepithelien im Vergleich zu den weiter distal gelegenen 
Alveolen gegenüber inhalativen Noxen, wie sie beispielsweise im Tabakrauch zu finden 
sind, sein, die für die Entstehung dieser epigenetischen Veränderung mitverantwortlich 
gemacht werden (Yang et al., 2011). Lediglich bei RASAL1 (0% (0/27) versus 2,4% 
(1/42)) verhielt es sich umgekehrt, was aber auf die generell geringe Methy-
lierungshäufigkeit dieses Gens in dieser Arbeit und die damit sehr begrenzte Aussagekraft 
zurückgeführt werden kann.  
6.2 Untersuchte Gene 
6.2.1 O6-Methylguanine-DNA-Methyltransferase (MGMT)  
Die Inaktivierung und damit der Expressionsverlust von MGMT ist häufig auf eine Methy-
lierung seiner Promotorregion zurückzuführen (Watts et al., 1997; Danam et al., 1999; 
Esteller et al., 1999b; Danam et al., 2005). Diese wurde außer beim Lungenkarzinom für 
eine Vielzahl von Malignomen wie beispielsweise Hirn- und Hodentumoren sowie Tumo-
ren des Kopf-Hals-Bereichs, für das Kolon-, Blasen-, Magen-, Nieren- und Pankreaskarzi-
nom, aber auch für das maligne Melanom und für Leukämien nachgewiesen (Esteller et al., 




Allerdings war MGMT bei den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit nur sporadisch 
methyliert. So fand sich bei diesem Gen lediglich in jeweils 7,1 Prozent der Tumoren 
(3/42) und Bronchialepithelien (2/28) sowie in 2,4 Prozent der Lungengewebsproben 
(1/42) eine Methylierung. Dabei war bei demjenigen Patienten mit Methylierung im Lun-
gengewebe auch der Tumor für diese Veränderung positiv. In den beiden Fällen mit Bron-
chusmethylierung lag jedoch keine Korrelation zum Tumorgewebe vor. 
Die hier beobachteten Methylierungsraten stehen daher sowohl mit der Erkenntnis, dass 
diese epigenetische Veränderung als eine Hauptursache für die Inaktivierung von MGMT 
angesehen wird, als auch mit den Ergebnissen einer Reihe bisheriger Untersuchungen, in 
denen mit Werten zwischen zumeist 10 und 55 Prozent deutlich höhere Methylierungsraten 
im Lungentumorgewebe vorlagen, im Widerspruch. In der Arbeit von Brabender et al., 
2003 war MGMT zusätzlich in 17,8 Prozent und in der Veröffentlichung von Licchesi et 
al., 2008 in 21,3 Prozent der untersuchten Fälle im Normalgewebe methyliert, wobei nicht 
zwischen Lungen- und Bronchusgewebe unterschieden wurde. In anderen Untersuchungen 
war Normalgewebe nur selten beziehungsweise gar nicht betroffen (Esteller et al., 1999a; 
Zöchbauer-Müller et al., 2001; Yanagawa et al., 2007). Eine Übersicht zu den Ergebnissen 
anderer Studien findet sich in Tabelle 6.1.  
Untersuchungen an Risikopatienten zeigten außerdem, dass MGMT bereits Monate bis we-
nige Jahre vor der Diagnose des Malignoms im Sputum methyliert sein (Palmisano et al., 
2000; Belinsky et al., 2006) und diese epigenetische Veränderung mit fortschreitender ma-
ligner Transformation zunehmen kann (Belinsky et al., 2006). Letzterer Aspekt findet Be-
stätigung in den Ergebnissen von Licchesi et al., 2008, die eine Häufung der Methylierung 
von Normalgewebe über Vorläuferläsionen bis hin zum Adenokarzinom beobachteten. 
Einer weiteren Studie zufolge fand sich im Sputum von jeweils 65 Prozent der untersuch-
ten COPD- und Lungenkarzinompatienten eine Methylierung von MGMT (Guzmàn et al., 
2012). Auch in der Bronchiallavage ließ sich bei positivem Primärtumor zu 58 Prozent die-
se epigenetische Veränderung detektieren (Topaloglu et al., 2004). Anderen Arbeits-
gruppen gelang der Methylierungsnachweis dieses Gens im Serum von Lungenkarzinom-
patienten und zwar in einer Häufigkeit, die mit 17 (13/76) (Begum et al., 2011), 18 (6/33) 
(Russo et al., 2005), 18,7 (17/91) (Fujiwara et al., 2005) und sogar 66 Prozent (4/6) 
(Esteller et al., 1999a) – hier allerdings bei sehr geringer Probenzahl – der Fälle ebenfalls 





Studie NSCLC (%) Normalgewebe (%) 
Ali et al., 20111) 20 (-/-) - 
Begum et al., 20112) 30 (3/10) - 
Brabender et al., 20032)  37,8 (34/90) 17,8 (16/90) 
Esteller et al., 1999a2) 27 (6/22) 0 (0/22) 
Esteller et al., 1999b2)  29 (10/34) 0 (-/-) 
Feng et al., 20082)4) 
                             5) 




Gu et al., 20062) 17,4 (27/155) - 
Guo et al., 20042) 70 (14/20) 7,1 (1/14) 
de Jong et al., 20092)3) 1 (1/10) 0 (0/10) 
Licchesi et al., 20082) 77,8 (14/18) 21,3 (10/47) 
Lin et al., 20091) 1,49 (1/67) - 
Liu et al., 20062)  30,3 (37/122) - 
Maruyama et al., 20041) 0,8 (1/124) - 
Pulling et al., 20032) 51 (121/237) - 
Russo et al., 20052)  55 (18/33) - 
Scesnaite et al., 20122) 15,1 (32/212) - 
Safar et al., 20052) 10 (10/105) 3 (1/32) 
Topaloglu et al., 20042)  39 (12/31) - 
Toyooka et al., 20031) 





Wu et al., 20081) 49,5 (109/220) - 
Yanagawa et al., 20071)  14 (14/101) 2 (2/101) 
Zöchbauer-Müller et al., 20012)   21 (22/107) 0 (0/104) 
1) Patienten aus asiatischem Raum 
2)  Patienten aus USA, Australien oder Europa 
3)  Untersuchungsmaterial bronchoskopisch durch Bürstenzytologie gewonnen 
4) Cut-off < 4 Prozent 
5) Cut-off ≥ 4 Prozent 
Tabelle 6.1  Methylierungsergebnisse für MGMT in NSCLC-Primärtumoren und dazuge-
hörigem Normalgewebe in verschiedenen Studien 
In einer neueren Untersuchung ergab sich jedoch keine Assoziation zwischen der Methy-
lierung von MGMT im Tumor und den dazugehörigen Blutproben (Kontic et al., 2012), in 
einer anderen Veröffentlichung kein Zusammenhang zwischen der Methylierung dieses 




tienten (Hoffmann et al., 2009), so dass das Screening von Serum auf diese Veränderung 
hin im Rahmen einer Krebsfrüherkennung wohl doch nicht geeignet erscheint (Kontic et 
al., 2012). Auch die Methylierungsanalyse von Zellen aus Pleuraflüssigkeit stellt offen-
sichtlich keine adäquate Untersuchungsmethode zur frühzeitigen Erkennung von Pleura-
metastasen dar (Kaczmarczyk et al., 2012). 
Nur wenige Untersuchungen an Primärtumoren ergeben niedrige Methylierungsraten von 
ein bis zwei Prozent (Toyooka et al., 2003; Maruyama et al., 2004; Lin et al., 2009; de 
Jong et al., 2009). Allerdings wurden diese mit Ausnahme von de Jong et al., 2009 in 
asiatischen Patientenkollektiven beschrieben, während die meisten der in Tabelle 6.1 ge-
nannten Studien mit hohen Methylierungsraten an Patienten aus Europa, den USA oder 
Australien durchgeführt wurden (Esteller et al., 1999a und 1999b; Zöchbauer-Müller et al., 
2001; Brabender et al., 2003; Pulling et al., 2003; Toyooka et al., 2003; Guo at al., 2004; 
Topaloglu et al., 2004; Safar et al., 2005; Russo et al., 2005; Gu et al., 2006; Liu et al., 
2006; Licchesi et al., 2008; Begum et al., 2011; Scesnaite et al., 2012). Besonders ein-
drücklich scheint dieser Effekt in der Arbeit von Toyooka et al., 2003, die bei Patienten aus 
den USA und Australien eine Methylierungshäufigkeit von 15 Prozent, bei Japanern und 
Taiwanesen jedoch nur von einem Prozent beobachteten. Doch auch drei Arbeiten, die as-
iatische Patienten untersuchten, konnten eine Methylierung in 14 (Yanagawa et al., 2007) 
beziehungsweise 20 (Ali et al., 2011) und sogar in 49,5 Prozent (Wu et al., 2008) der Fälle 
nachweisen, was der Vermutung widerspricht, dass ethnische Unterschiede Einfluss auf die 
Methylierung von MGMT nehmen. Was europäische und US-amerikanische Untersuchun-
gen anbelangt, gibt es unter den zitierten Studien zwei Ausnahmen: Die eine stellt eine 
Untersuchung an niederländischen Patienten dar, die eine Methylierungsrate von einem 
Prozent beschreibt. Allerdings war die Stichprobe mit 10 Probanden sehr klein und zudem 
wurde das Gewebe bronchoskopisch mittels Bürstenzytologie und nicht durch Resektion 
oder Biopsie gewonnen (de Jong et al., 2009). Bei der zweiten handelt es sich um die 
Analysen von Feng et al., 2008, der bei US-amerikanischen Patienten bei einem Cut-off-
Wert kleiner vier Prozent eine Methylierungsrate von acht Prozent, ab diesem Grenzwert 
jedoch nur noch von vier Prozent beobachtete. Der Aspekt der Ethnizität lässt sich jedoch 
auch dadurch nur eingeschränkt beurteilen, da gerade Patientenkollektive aus den USA 
durchaus aus unterschiedlichen Ethnien bestehen können: Dies wird teilweise in den 
Studien nicht deklariert (vgl. Topaloglu et al., 2004; Russo et al., 2005; Licchesi et al., 
2008), während andere Untersuchungen zwar zwischen „Weißen“ und anderen Ethnien un-




Gruppe zusammenfassen (vgl. Pulling et al., 2003). Feng et al., 2008 listen zwar die Ver-
teilung der Bevölkerungsgruppen exakt auf, interpretieren ihre Ergebnisse jedoch nicht 
nach Ethnien aufgeschlüsselt. Folglich dürfen ethnische Unterschiede, wie von Liu et al., 
2006 und Lin et al., 2009 diskutiert, nur sehr begrenzt als Argument für divergente Methy-
lierungsergebnisse angeführt werden. Die Daten von Leng et al., 2011 sprechen wiederum 
für einen gewissen Einfluss der Ethnizität auf die Methylierungshäufigkeit, vermuten sie 
doch die Existenz einer Allel-spezifischen Methylierung (ASM): Ihren Untersuchungen 
zufolge scheint MGMT beim Adenokarzinom in Abhängigkeit einer bestimmten Ausprä-
gung eines Single Nucleotide Polymorphism (SNP) im Bereich einer Promoter-Enhancer-
Region dieses Gens häufiger methyliert zu sein. 
Lin et al., 2009 diskutieren zusätzlich weitere Gründe für die niedrigen Methylierungsraten 
in ihrem Patientengut: Neben Erwägungen zum Einfluss der Ethnizität auf die Methylie-
rung von MGMT geben sie auch zu bedenken, dass in ihrer Arbeit nur Patienten im Stadi-
um I eingeschlossen waren und die Methylierung von MGMT gerade erst in höheren Sta-
dien relevant werden könnte. Licchesi et al., 2008 vermuten wiederum, dass diese epigene-
tische Veränderung ein eher frühes Ereignis darstellt, da MGMT bereits in normaler Lunge 
sowie in Krebsvorstufen wie der atypischen adenomatösen Hyperplasie methyliert war. De 
Jong et al., 2009 untersuchten, wenn auch in kleiner Fallzahl, fast ausschließlich Gewebe 
von Patienten in fortgeschrittenen Krankheitsstadien, fanden aber kaum eine Methylierung, 
was letztgenannte These zu stützen scheint. In der hier vorliegenden Arbeit befand sich die 
Mehrheit der eingeschlossenen Patienten in den Stadien I und II (69%), ein signifikanter 
Zusammenhang zwischen der Methylierung und Stadiengruppierung ließ sich jedoch we-
der in Bronchus-, noch in Lungen- oder Tumorgewebe herstellen. Auch andere Studien 
konnten diesen mit Ausnahme von Pulling et al., 2003 in ihren Untersuchungen am Tu-
morgewebe nicht aufzeigen (Zöchbauer-Müller et al., 2001; Brabender et al., 2003; To-
yooka et al., 2003; Liu et al., 2006; Yanagawa et al., 2007; Ali et al., 2011; Scesnaite et al., 
2012). Andere Arbeiten machen beispielsweise wiederum gar keine Aussage über die Sta-
dienverteilung in ihrem Patientenkollektiv (Toyooka et al., 2003; Wu et al., 2008) oder 
korrelieren diese nicht mit dem Methylierungsstatus (Feng et al., 2008), was zusätzlich die 
Vergleichbarkeit der Untersuchungen untereinander erschwert. Insgesamt scheint die von 
Lin et al., 2009 angeführte Überlegung, diese epigenetische Veränderung trete in Ab-
hängigkeit vom Tumorstadium auf, weniger relevant zu sein.  
Was andere klinisch-pathologische Parameter wie Überleben, Tumorgrading, Histologie, 




genden Arbeit keinerlei signifikante Korrelation zum Methylierungsstatus von MGMT her-
stellen, womit sich eine weitgehende Übereinstimmung mit anderen zitierten Studienergeb-
nissen ergibt (Zöchbauer-Müller et al., 2001; Pulling et al., 2003; Safar et al., 2005; Gu et 
al., 2006: Überleben; Brabender et al., 2003: Grading; Zöchbauer-Müller et al., 2001; 
Brabender et al., 2003; Pulling et al., 2003; Liu et al., 2006; Yanagawa et al., 2007; Ali et 
al., 2011; Scesnaite et al., 2012: Histologie; Zöchbauer-Müller et al., 2001; Brabender et 
al., 2003; Pulling et al., 2003; Toyooka et al., 2003; Gu et al., 2006; Liu et al., 2006; 
Yanagawa et al., 2007; Scesnaite et al., 2012: Geschlecht; Zöchbauer-Müller et al., 2001; 
Gu et al., 2006; Liu et al., 2006; Yanagawa et al., 2007; Ali et al., 2011: Alter). Lediglich 
bei Brabender et al., 2003 wiesen Patienten mit Methylierung deutlich kürzere Überlebens-
zeiten auf. 
In Bezug auf den Raucherstatus der Patienten ist die Studienlage deutlich heterogener. 
Allerdings waren in der hier vorliegenden Arbeit im Patientenkollektiv lediglich fünf 
Nichtraucher eingeschlossen, weshalb bereits aufgrund der kleinen Stichprobengröße keine 
verlässliche Aussage bezüglich der Methylierung in Abhängigkeit vom Nikotinkonsum zu 
treffen ist. Wie auch in dieser Studie konnten Zöchbauer-Müller et al., 2001, Brabender et 
al., 2003 und Yanagawa et al., 2007 keine signifikante Korrelation zwischen dem Rauch-
verhalten und dem Methylierungsstatus herstellen, wohingegen eine andere Untersuchung 
diese epigenetische Veränderung bei Rauchern häufiger und unter diesen wiederum öfter 
bei Männern als bei Frauen beobachtete (Liu et al., 2006). Pulling et al., 2003 wiesen je-
doch in ihrem Patientengut signifikant höhere Methylierungsraten bei Nichtrauchern nach. 
Wu et al., 2008 konnten die höchste Methylierung im Adenokarzinom männlicher Nicht-
raucher beobachten, gefolgt von Männern mit und schließlich Frauen ohne Nikotinkonsum. 
Beim Plattenepithelkarzinom zeigte sich kein Unterschied zwischen rauchenden und nicht-
rauchenden Männern, während männliche Nichtraucher diese epigenetische Veränderung 
häufiger als weibliche aufwiesen. Liu et al., 2006 geben zudem zu bedenken, dass die Defi-
nition, welcher Patient als Raucher und welcher als Nichtraucher gilt, nicht unbedingt ein-
heitlich ist, was die Vergleichbarkeit der Studienergebnisse einschränkt. Außerdem muss 
bedacht werden, dass gerade der Nikotinkonsum einen anamnestisch schwer zu erheben-
den Parameter darstellt. 
Weitere Gründe für die Divergenz der einzelnen Studienergebnisse im Hinblick auf die 
Methylierungshäufigkeiten könnten in den verwendeten Analysemethoden liegen. Safar et 
al., 2005 und Guzmán et al., 2012 erwägen, dass die Art der Gewebekonservierung Ein-




auch diese an paraffineingebettetem Material durchgeführt wurden (Esteller et al., 1999b; 
Pulling et al., 2003; Guo et al., 2004; Safar et al., 2005; Feng et al., 2008; Licchesi et al., 
2008; Ali et al., 2011; Scesnaite et al., 2012), isolierte man in anderen die DNA aus 
tiefgefrorenem Gewebe (Brabender et al., 2003; Toyooka et al., 2003; Guo et al., 2004; 
Maruyama et al., 2004; Topaloglu et al., 2004; Russo et al., 2005; Gu et al., 2006; Liu et 
al., 2006; Yanagawa et al., 2007; Wu et al., 2008; Lin et al., 2009; Begum et al., 2011). 
Somit ist nicht auszuschließen, dass durch die genannten Konservierungsprozesse bezieh-
ungsweise auch im Rahmen der Entparaffinierung Veränderungen an der DNA und unter 
Umständen auch an Methylgruppen hervorgerufen werden. Insbesondere waren die in der 
vorliegenden Untersuchung verwendeten Gewebsproben schon Jahre vor der Methylie-
rungsanalyse gewonnen worden, so dass eine Schädigung der Nukleinsäuren auch durch 
lange Lagerzeiten in Betracht kommen könnte.  
Zudem verwendeten alle zitierten Studien Methoden zum Nachweis von Methylierungen, 
die eine Konversion der DNA durch Bisulfit voraussetzen. Hierbei werden nicht-methy-
lierte Cytosine durch Desaminierung in Uracil umgewandelt, wohingegen methylierte Cy-
tosine als solche erhalten bleiben (Frommer et al., 1992). Durch diesen Vorgang verändert 
sich die Basensequenz nicht-methylierter DNA. Allerdings besteht die Möglichkeit, dass 
die Konversion unmethylierter Cytosine nicht vollständig erfolgt (Rand et al., 2002; 
Warnecke et al., 2002; Kristensen et al., 2008) und somit das Vorliegen von Methylierun-
gen angenommen wird, auch wenn dies nicht zutrifft. Folglich ist tatsächlich nicht auszu-
schließen, dass aufgrund unvollständiger Bisulfitkonversion die Methylierungsraten in die-
sen Arbeiten überschätzt wurden. Daher wird bisweilen vorgeschlagen, in solche Analysen 
einen Kontrollschritt für die inkomplette Umwandlung von Cytosin zu Uracil einzubauen 
(Rand et al., 2002; Kristensen et al., 2008). Darüber hinaus stellt bisulfitmodifizierte DNA 
ein instabiles und schlecht lagerungsfähiges Produkt dar (Bettstetter et al., 2008).  
Außerdem kann die Verwendung von methylierungsspezifischen Primern, die nicht ausrei-
chend zwischen bisulfitkonvertierter und nicht-konvertierter DNA unterscheiden, zu falsch 
positiven Methylierungsergebnissen führen (Kristensen et al., 2008). Brandes et al., 2007 
wiesen dieses Problem für das Gen ATM nach. Den Ergebnissen dieser Arbeitsgruppe 
nach dürfte diese Fehlerquelle bei MGMT jedoch nicht allzu sehr zum Tragen kommen, da 
bei Durchführung der Analyse mit Primern, die mit unterschiedlichen Programmen 
designed wurden, ähnliche Methylierungsergebnisse erzielt wurden (Brandes et al., 2007). 




Studien Primer mit ungenügender Spezifität für bisulfitkonvertierte DNA verwendet wur-
den.  
Zusätzlich wurde in vielen Studien die Methylierung von MGMT nur qualitativ und nicht 
quantitativ nachgewiesen (Esteller et al., 1999a und 1999b; Palmisano et al., 2000; Zöch-
bauer-Müller et al., 2001; Pulling et al., 2003; Toyooka et al., 2003; Guo et al., 2004; 
Maruyama et al., 2004; Fujiwara et al., 2005; Russo et al., 2005; Safar et al., 2005; 
Belinsky et al., 2006; Liu et al., 2006; Yanagawa et al., 2007; Licchesi et al., 2008; Wu et 
al., 2008; Lin et al., 2009; Ali et al., 2011; Guzmán et al., 2012; Scesnaite et al., 2012), so 
dass keine Aussage über den Grad dieser Veränderung in der einzelnen Probe gemacht 
werden kann, während in der vorliegenden Arbeit erst eine Probe als methyliert gewertet 
wurde, wenn mehr als vier Prozent der DNA diese Veränderung aufwies. Daher ist nicht 
auszuschließen, dass einige Autoren von einer Methylierung ausgehen, obwohl diese kei-
nerlei klinische Relevanz besitzt, zumal mit der methylierungsspezifischen PCR (MSP) der 
qualitative Nachweis bereits von Methylierungen von 0,1 Prozent möglich sein soll (Her-
man et al., 1996). Eine Reihe von Untersuchungen verwendete außerdem eine nested-PCR 
(Palmisano et al., 2000; Pulling et al., 2003; Guo et al., 2004; Belinsky et al., 2006; Liu et 
al., 2006; Licchesi et al., 2008; Wu et al., 2008; Ali et al., 2011; Guzmán et al., 2012), was 
zwar die Sensitivität erhöht, dies allerdings auf Kosten der Spezifität und Reproduzierbar-
keit (Übersicht in: Grote et al., 2007). Doch auch die Vergleichbarkeit von Studien, die 
sich quantitativer Methoden bedienten, ist begrenzt: Eine nannte keinen Cut-off-Wert (Bra-
bender et al., 2003), während andere diesen bereits bei null Prozent ansetzten (Topaloglu et 
al., 2004; Begum et al., 2011). Lediglich Feng et al., 2008 unterschieden in ihrer Aus-
wertung eine Methylierung kleiner vier und größer oder gleich vier Prozent. Auch das Vor-
gehen zur Festlegung des Cut-off-Wertes war in den verschiedenen Studien unterschied-
lich: Beispielsweise wurde dieser im Verhältnis zur Methylierung von Untersuchungs-
material gesunder Probanden (Topaloglu et al., 2004; de Jong et al., 2009) oder in Relation 
zu dem Kontrollgen ACTB (Gu et al., 2006; Feng et al., 2008; de Jong et al., 2009; Begum 
et al., 2011) bestimmt. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch durch Vergleich eines 
Quantifizierungs- und Kalibratoransatzes ein und derselben DNA-Probe der relative Anteil 
der methylierten Moleküle ermittelt (Bettstetter et al., 2008). Schließlich dürften unter-
schiedliche PCR-Bedingungen ebenso wie der analysierte Bereich innerhalb der Promotor-
region Einfluss auf die Nachweisfrequenz dieser epigenetischen Veränderung nehmen 
(Feng et al., 2008). Meng et al., 2008 zeigten beim Lungenadenokarzinom – wenn auch 




aufweisen können. Mikeska et al., 2007 geben zu bedenken, dass die Methylierung von 
CpG-Positionen innerhalb der untersuchten Region nicht automatisch den Methylierungs-
status der gesamten Promotorregion wiederspiegelt.  
Somit ist die Vergleichbarkeit der Studien nicht nur durch geographisch-ethnische Unter-
schiede, durch die Heterogenität der Studienkollektive in Bezug auf klinisch-pathologische 
Parameter und die uneinheitliche Definition dieser, sondern auch durch unterschiedliche 
Gewinnung und Konservierung des Untersuchungsmaterials sowie die Art und Auswer-
tung der Methylierungsanalysen limitiert. Folglich lassen sich daraus nur schwer Aussagen 
darüber ableiten, warum einige Studien hohe Methylierungsraten nachweisen konnten, an-
dere wie auch die vorliegende Untersuchung jedoch nicht.  
Neueren Erkenntnissen zufolge soll eine Methylierung der Promotorregion von MGMT 
nicht unbedingt mit einem Gene-Silencing assoziiert sein. So fand sich in einer Adenokar-
zinom- sowie in einer Plattenepithelkarzinomzelllinie trotz Methylierung die Expression 
dieses Gens (Pasini et al., 2012). Allerdings untersuchte diese Arbeit lediglich zwei Zellli-
nien, so dass deren Repräsentativität durchaus begrenzt ist. Trotzdem dürfte diese Studie 
die bereits früher beim kolorektalen Karzinom geäußerte Vermutung stützen, dass das 
Vorliegen dieser Modifikation bei MGMT nicht automatisch gleichbedeutend mit einem 
Expressionsverlust ist (Xu et al., 2004). Ein möglicher Grund für diese Beobachtungen 
könnte auch das bereits weiter oben genannte Argument (Mikeska et al., 2007) der feh-
lenden Korrelation zwischen der Methylierung im untersuchten DNA-Bereich und der ge-
samten Promotorregion sein.  
Letztlich erscheint aufgrund der in dieser Arbeit ermittelten niedrigen Methylierungshäu-
figkeiten in Bronchus-, Lungen- und Tumorgewebe das Screening auf diese epigenetische 
Modifikation bei MGMT im Rahmen der Früherkennung als eher ungeeignet. Die Tatsa-
che, dass in der vorliegenden Arbeit bei zwei Patienten Bronchialepithel methyliert war, 
nicht jedoch das zugehörige Tumorgewebe, spricht außerdem dagegen, dass die Inaktivie-
rung dieses Gens zur Tumorentstehung beitragen könnte und zieht die Ergebnisse oben ge-
nannter Studien zum Auftreten dieser Veränderung im Sputum geraume Zeit vor Diagno-
sestellung beziehungsweise in Vorläuferstadien in Zweifel. Allerdings ist die Aussagekraft 
aufgrund der geringen Fallzahl sehr begrenzt und ausschließlich als Hinweis zu verstehen. 
Bei zudem fehlender Korrelation zu klinisch-pathologischen Parametern lassen sich aus 




6.2.2 Ras-Association-Domain-Family-Protein-1 (RASSF1A) 
Ähnlich wie bei MGMT wurden auch bei RASSF1A Methylierungen sowie der methylie-
rungsabhängige Expressionsverlust in einer Vielzahl von Malignomen (Burbee et al., 2001: 
Mamma; Byun et al., 2001: Magen; Dreijerink et al., 2001; Yoon et al., 2001; McRonald et 
al., 2009: Niere; Lee et al., 2001: Blase; Yoon et al., 2001: Ovar; Kuzmin et al., 2002: 
Prostata; Schagdarsurengin et al., 2002: Schilddrüse; Dammann et al., 2003: Pankreas; 
Dong et al., 2003: Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs; Kuzmin et al., 2003: Zervix; Hesson 
et al., 2004: Gehirn; Mao et al., 2011: Ösophagus; Xu et al., 2013: Leber), darunter auch in 
vielen Lungenprimärtumoren (Dammann et al., 2000; Dammann et al., 2001: SCLC; 
Dammann et al., 2000; Lin et al., 2009: NSCLC) und Lungentumorzelllinien (Dammann et 
al., 2000; Burbee et al., 2001: SCLC und NSCLC; Lin et al., 2009: NSCLC), beobachtet. 
Durch Demethylierung von NSCLC-Zelllinien gelang es, die Expression von RASSF1A 
wieder herzustellen (Dammann et al., 2000; Burbee et al., 2001). Außerdem konnte durch 
die experimentell induzierte Reexpression dieses Gens das Wachstum von Tumorzellen 
inhibiert werden (Dammann et al., 2000; Dreijerink et al., 2001; Kuzmin et al., 2002; 
Hesson et al., 2004), was eine Funktion dieser Variante als Tumorsuppressorgen nahelegt.  
In dieser Arbeit war RASSF1A im Tumor- zu 26,2 Prozent (11/42), im Bronchial- zu 3,4 
Prozent (1/29), im Lungengewebe (0/42) hingegen überhaupt nicht methyliert. Dabei war 
diese epigenetische Veränderung pro Patient ausschließlich in einem Gewebetyp zu finden. 
In der Literatur werden Methylierungsraten im Tumorgewebe angegeben, die für das nicht-
kleinzellige Bronchialkarzinom zwischen 15 und 45 Prozent, beim kleinzelligen Bronchial-
karzinom mit Werten über 70 Prozent sogar noch höher liegen. Im nicht-malignen Normal-
gewebe konnten nur vier der nachfolgend zitierten Untersuchungen eine Methylierung von 
RASSF1A nachweisen, wobei diese mit Ausnahme von Licchesi et al., 2008, die eine Me-
thylierungshäufigkeit von 12,8 Prozent beobachteten, nur sporadisch auftrat (Safar et al., 
2005; Kim et al., 2007; Yanagawa et al., 2007; Lee et al., 2012). Eine Übersicht zu den 
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen findet sich in Tabelle 6.2. 
RASSF1A wurde allerdings nicht nur in bioptisch gewonnenem Untersuchungsmaterial 
hinsichtlich dieser epigenetischen Veränderung analysiert. Zwei Studien, die Bronchial-
aspirate untersuchten, konnten bei 30 beziehungsweise 29 Prozent der NSCLC-Patienten 
und bei 83 respektive 88 Prozent der SCLC-Patienten eine Methylierung von RASSF1A 
nachweisen, nicht jedoch bei Patienten mit ausschließlich benignen Lungenerkrankungen 
(Schmiemann et al., 2005; Grote et al., 2006). Topaloglu et al., 2004 gelang bei 29 Prozent 




der Primärtumor methyliert war. Bei van der Drift et al., 2011 fand sich sogar in 42,6 
Prozent der Studienteilnehmer diese Veränderung in mittels Lavage und Bürstenzytologie 
gewonnenem Material. Einige Arbeiten wiesen auch im Sputum von Erkrankten diese Ver-
änderung in 28 bis 30 (Hubers et al., 2012) beziehungsweise 38,5 (Shivapurkar et al., 
2007) Prozent nach, in einer anderen gelang dies jedoch nur in 5 Prozent der Tumorpatien-
ten und bei 0,9 Prozent der untersuchten nicht-erkrankten Raucher (Cirincione et al., 
2006). Begum et al., 2011 analysierten das Serum von Lungenkarzinompatienten und 
fanden eine Methylierung in 7,9 Prozent (6/76), Fujiwara et al., 2005 sogar in 12,1 Prozent 
(11/91) der Fälle. Andere Arbeitsgruppen konnten jedoch keinen Zusammenhang zwischen 
der Methylierung von RASSF1A im Tumor und der dazugehörigen Blutpobe herstellen 
(Vaissière et al., 2009; Kontic et al., 2012), weshalb sie den Nutzen einer Früherkennungs-
untersuchung aus diesem Untersuchungsmaterial in Frage stellen (Kontic et al., 2012).  
Somit decken sich die Ergebnisse der Studien, die direkt Tumorgewebe untersuchen, weit-
gehend mit denen, die auf andere Materialen wie Bronchialaspirate oder Sputum zurück-
greifen. Mit einer Methylierung von 26,2 Prozent im Tumorgewebe liegt diese Arbeit folg-
lich in einer Größenordnung, die von den hier zitierten Studien vorgegeben wird, wenn-
gleich sie eher im unteren Bereich anzusiedeln ist. Die Tatsache, dass RASSF1A lediglich 
bei einem Patienten im Bronchial-, nie jedoch im Lungengewebe methyliert war, ist eben-





Studie NSCLC (%) SCLC (%) Normalgewebe (%) 
Agathanggelou et al., 20011)8) 34 (14/41) 72 (21/29) 0 (0/-) 
Begum et al., 20112)7) 50 (5/10) - - 
Burbee et al., 20012)6) 30 (32/107) - 0 (0/104) 
Choi et al., 2005 1)6) 40,5 (47/116) - 0 (0/60)- 
Cirincione et al., 20062)6) 51,7 (15/29) - - 
Dammann et al., 20002)6)9) 38 (22/58) 100 (2/2) 0 (1/19) 
Endoh et al., 20031)6)10) 42 (42/100) - - 
Feng et al., 20082)7) 24 (12/49) - 0 (0/49) 
Gu et al., 20062)7) 27,1 (42/155) - - 
Guo et al., 20042)6) 60 (12/20) - 0 (0/14) 
De Jong et al., 20092)4)7) 40 (4/10) - 0 (0/10) 
Kim et al., 20071)6) 40 (40/99) - 1 (1/99) 
Kim et al., 20031)6) 32 (65/204) - - 
Kim et al., 20041)6) 38 (32/85) - - 
Kubo et al., 20091)6) 31 (30/100) - 0 (0/30) 
Licchesi et al., 20082)6) 58,8 (10/17) - 12,8 (6/47) 
Maruyama et al., 20041)6) 41 (51/124) - - 
Lee et al., 20121)5) 







Lin et al., 20091)6)11) 42,7 (53/124) - - 
Niklinska et al., 20092)6) 26 (18/70) - - 
Safar et al., 20052)6) 15 (16/105) - 6 (2/32) 
Scesnaite et al., 20122)6) 28,9 (61/212) - - 
Seng et al., 20082)7) 32,6 (78/239) - - 
Shivapurkar et al., 20072)7) 45 (18/40) - - 
Tomizawa et al., 20041)6) 29 (35/120) - - 
Topaloglu et al., 20042)7) 45 (14/31) - - 
Vaissière et al., 20093)5) 36 (75/209) - - 
Yanagawa et al., 20071)6) 42 (42/101) - 3 (3/101) 
1) Patienten aus asiatischem Raum    7) MSP, quantitativ 
2) Patienten aus USA, Australien oder Europa  8) Sequenzierung/Verwendung von methy- 
3) Patienten aus Russland     lierungssensitiven Restriktionsenzymen 
4) Untersuchungsmaterial bronchoskopisch   9) Bisulfitsequencing 
durch Bürstenzytologie gewonnen   10 MSP, qualitativ; Restriktionsenzyme 
5) Pyrosequencing, quantitativ    11)  lediglich Patienten im Stadium I  
6) MSP, qualitativ      untersucht 
Tabelle 6.2  Methylierungsergebnisse für RASSF1A im Primärtumor und dazugehörigem 




In Bezug auf klinisch-pathologische Parameter wie dem Alter zum Diagnosezeitpunkt, Ge-
schlecht, TNM-Stadium und Stadiengruppierung, Grading, Residualtumor und Histologie 
konnte in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter Zusammenhang hergestellt werden, 
womit sich großenteils eine Übereinstimmung mit der bisherigen Studienlage ergibt (Bur-
bee et al., 2001; Endoh et al., 2003; Kim et al., 2003; Tomizawa et al., 2004; Gu et al., 
2006; Kim et al., 2007; Yanagawa et al., 2007; Seng et al., 2008; Vaissière et al., 2009; 
Scesnaite et al., 2012: Alter; Burbee et al., 2001; Endoh et al., 2003; Kim et al., 2003; 
Tomizawa et al., 2004; Gu et al., 2006; Kim et al., 2007; Yanagawa et al., 2007; Seng et 
al., 2008; Scesnaite et al., 2012: Geschlecht; Burbee et al., 2001; Agathanggelou et al., 
2001; Endoh et al., 2003; Kim et al., 2003; Tomizawa et al., 2004; Choi et al., 2005; Kim 
et al., 2007; Yanagawa et al., 2007; Seng et al., 2008; Scesnaite et al., 2012: TNM-Stadium/ 
Stadiengruppierung; Tomizawa et al., 2004: Grading; Agathanggelou et al., 2001; Burbee 
et al., 2001; Endoh et al., 2003; Cirincione et al., 2006; Yanagawa et al., 2007; Vaissière et 
al., 2009; Scesnaite et al., 2012: Histologie). Nur wenige Arbeiten beobachteten eine Zu-
nahme der Methylierung von RASSF1A mit dem Tumorstadium (Shivapurkar et al., 2007; 
Niklinska et al., 2009), der fortschreitenden Entdifferenzierung (Choi et al., 2005) und der 
Invasivität der Malignomzellen (Kubo et al., 2009). Öfters wird hingegen ein signifikanter 
Zusammenhang zwischen der Methylierung von RASSF1A und der Histologie des Lun-
gentumors beschrieben, wobei Adenokarzinome in der Regel häufiger als Plattenepithel-
karzinome methyliert waren (Kim et al., 2003; Tomizawa et al., 2004; Gu et al., 2006; Kim 
et al., 2007; Niklinska et al., 2009). Lediglich bei Seng et al., 2008 war das großzellige 
Karzinom im Vergleich zu vorgenannten Entitäten stärker betroffen. Zwei Studien beo-
bachteten diese epigenetische Veränderung häufiger bei Männern als bei Frauen (Kubo et 
al., 2009; Vaissière et al., 2009). 
Auch zwischen dem Überleben und der Methylierung von RASSF1A fand sich in dieser 
Untersuchung wie auch in drei zitierten Arbeiten kein signifikanter Zusammenhang (En-
doh et al., 2003; Maruyama et al., 2004; Niklinska et al., 2009). Andere Studien konnten 
jedoch durchaus eine signifikante Korrelation dieser beiden Parameter herstellen: Während 
zwei Arbeitsgruppen dies sowohl bei univariater als auch multivariater Analyse beobachte-
ten (Kim et al., 2003; Yanagawa et al., 2007), war dies bei Burbee et al., 2001 nur der Fall, 
solange potentielle Einflussfaktoren unberücksichtigt blieben. Auch Choi et al., 2005 und 
Seng et al., 2008 gehen davon aus, dass die Methylierung von RASSF1A keinen unabhän-




lierung von RASSF1A keine Erkenntnisse über die Prognose der Patienten ableiten zu 
lassen.  
Ein Zusammenhang zwischen dieser epigenetischen Veränderung und dem Nikotinkonsum 
scheint nicht gegeben zu sein. Weder in dieser Arbeit – die jedoch bei der nur geringen 
Anzahl von fünf Nichtrauchern in ihrer Aussagekraft sehr beschränkt ist – noch in der Lite-
ratur lassen sich dafür gewichtige Hinweise finden (Endoh et al., 2003; Kim et al., 2003; 
Tomizawa et al., 2004; Choi et al., 2005; Kim et al., 2007; Yanagawa et al., 2007; 
Vaissière et al., 2009; Scesnaite et al., 2012). Lediglich Kim et al., 2003 beobachteten, dass 
RASSF1A bei Rauchern, die ihren Konsum vor dem 19. Lebensjahr begannen, signifikant 
häufiger methyliert war. Ein genereller Zusammenhang zwischen dem Nikotinabusus und 
der Anzahl der Packyears konnte aber in dieser Untersuchung ebenfalls nicht hergestellt 
werden. Eine Ausnahme stellen die Ergebnisse von Kubo et al., 2009 dar, die bei Rauchern 
diese Veränderung deutlich häufiger beobachten. Allerdings wurden ausschließlich Adeno-
karzinome mit bronchioalveolärer Komponente untersucht.  
Die beschriebenen Unterschiede in der Häufigkeit dieser epigenetischen Veränderung zwi-
schen den einzelnen Untersuchungen – nicht zuletzt auch in Bezug auf die Korrelation mit 
klinisch-pathologischen Parametern – lassen sich sicherlich auch bei RASSF1A mitunter 
auf methodische Aspekte (Materialgewinnung, Konservierung, Bisulfitkonversion, Art der 
Methylierungsanalyse und Interpretation der Ergebnisse, Zusammensetzung des Patienten-
kollektivs sowie die Erhebung und Bewertung klinisch-pathologischer Daten) zurück-
führen, wie bereits ausführlich im Abschnitt über das Gen MGMT erläutert wurde. Beson-
ders deutlich werden solche Einflussfaktoren anhand der Arbeit von Lee et al., 2012, die 
einerseits Methylierungsanalysen von RASSF1A qualitativ mittels methylierungsspezifi-
scher PCR, andererseits quantitativ durch Pyrosequencing durchführten und durchaus di-
vergente Ergebnisse erzielten. Somit ist die Vergleichbarkeit der einzelnen Arbeiten be-
grenzt. Dammann et al., 2000 geben zudem zu bedenken, dass Tumorgewebe grundsätzlich 
auch mit Nicht-Tumorzellen kontaminiert sein dürfte. Zwar findet sich im Normalgewebe 
kaum eine Methylierung von RASSF1A, weshalb dieser Aspekt wohl zu vernachlässigen 
ist. Trotzdem lassen die Erkenntnisse einer chinesischen Forschergruppe, wonach DNA 
aus Blutlymphozyten von Lungenkarzinompatienten zu 86 Prozent positiv für diese Verän-
derung war, im gesunden Vergleichskollektiv jedoch bei niemandem (Li, W. et al., 2012), 
diese Bedenken nicht gänzlich von der Hand weisen. Die Glaubwürdigkeit und Repräsen-
tativität dieser Arbeit bleibt jedoch anzuzweifeln, wiesen Begum et al., 2011 doch in ihren 




nur in 7,9 Prozent der Fälle eine Methylierung nach. Auch in dieser Arbeit wurde aus ge-
pooltem Vollblut gesunder Probanden gewonnene DNA als Negativkontrolle mituntersucht 
und diese epigenetische Veränderung nicht detektiert, was oben genanntes Argument der 
Kontamination von Tumorgewebe mit Nicht-Tumorzellen weiter entkräftet. Kontic et al., 
2012 fanden keinen Zusammenhang zwischen dem Methylierungsstatus im Tumor und der 
dazugehörigen Blutprobe. Die bei MGMT diskutierten ethnischen Einflüsse scheinen bei 
RASSF1A jedoch keine Rolle zu spielen.  
Sowohl den Ergebnissen dieser Arbeit als auch der bisherigen Studienlage zufolge stellt 
die Methylierung von RASSF1A auch beim Bronchialkarzinom ein nicht zu vernachlässi-
gendes Ereignis dar, das mitunter in frühen Krankheitsstadien nachgewiesen werden kann 
und somit, wie Licchesi et al., 2008 und Lin et al., 2009 argumentieren, bereits zu Beginn 
der Tumorentstehung eine Rolle spielen dürfte. Den Erkenntnissen dieser Arbeit nach eig-
net sich die Methylierung von RASSF1A allein allerdings nicht zur Abschätzung der Pro-
gnose der Patienten, so wie dies Kim et al., 2003 und Yanagawa et al., 2007 vorschlagen, 
denn in der vorliegenden Dissertation ließ sich keine Korrelation mit klinisch-patholo-
gischen Parametern herstellen. Auch andere Autoren bezweifeln den Nutzen über die 
Kenntnis dieser epigenetischen Veränderung von RASSF1A als prognostischem Marker 
(Choi et al., 2005). Der fehlende Zusammenhang dieser epigenetischen Veränderung mit 
dem Nikotinkonsum sowie die Tatsache, dass kaum nicht-malignes Normalgewebe von 
Methylierungen betroffen war, lässt dieses Gen für die Entwicklung von Screeningunter-
suchungen bei Risikopersonen, insbesondere bei Rauchern, ebenfalls nicht geeignet er-
scheinen. Nichtsdestotrotz ist denkbar, dass RASSF1A als Bestandteil eines Panels von 
Markergenen durchaus einen Stellenwert im Rahmen der Tumordiagnostik erlangen könn-
te, wofür weitere größer angelegte Studien nötig sein werden. Beispielsweise halten van 
der Drift et al., 2011 die kombinierte Analyse von RASSF1A-Methylierungen und KRAS-
Mutationen in der Bronchiallavage im Rahmen der Lungenkarzinomdiagnostik für geeig-
net. Außerdem gibt es bereits Hinweise, dass Lungenkarzinompatienten, die eine Methylie-
rung von RASSF1A aufweisen, von einer Carboplatin-Paclitaxel-haltigen Chemotherapie 
eher profitierten als von einem Cisplatin-Gemcitabin-haltigen Therapieregime (Fraipont et 
al., 2012).  
6.2.3 Ras-Protein-Activator-Like-Protein-1 (RASAL1) 
In einer Reihe von Malignomen wurde eine reduzierte Expression von RASAL1 beobach-




al., 2007), das kolorektale (Ohta et al., 2009) und hepatozelluläre Karzinom (Jin et al., 
2007; Calvisi et al., 2011) sowie das Mamma- (Jin et al., 2007), Magen- (Seto et al., 2011; 
Chen et al., 2012; Qiao et al., 2012) und Schilddrüsenkarzinom (Liu, D. et al., 2013) fallen. 
Der Expressionsverlust dieses Gens scheint dabei mit der Tumorentstehung und -pro-
gression assoziiert zu sein (Ohta et al., 2009; Chen et al., 2012). Außerdem zeigten kolo-
rektale Tumorzellen mit RASAL1-Knockout ein gesteigertes Zellwachstum sowie eine 
veränderte Zellmorphologie (Ohta et al., 2009). Zellen, in denen RASAL1 überexprimiert 
vorlag, wiesen hingegen eine Wachstumsinhibition auf (Ohta et al., 2009; Seto et al., 
2011). Beim Magenkarzinom hemmte die gesteigerte Expression dieses Gens die Zellproli-
feration, -transformation und -migration (Qiao et al., 2012). Bisweilen konnte ein Zu-
sammenhang zwischen dem Verlust des Genprodukts und der Methylierung der Promotor-
region von RASAL1 hergestellt werden (Jin et al., 2007; Ohta et al., 2009; Seto et al., 
2011; Calvisi et al., 2011; Liu, D. et al., 2013). Durch Demethylierungsversuche gelang es, 
die Reexpression dieses Gens zu induzieren (Jin et al., 2007; Qiao et al., 2012; Liu, D. et 
al., 2013), was ebenfalls das Zellwachstum hemmte (Jin et al., 2007). Überdies scheint die 
Promotormethylierung von RASAL1 auch eine Rolle bei der Pathogenese der Nieren- 
(Bechtel et al., 2010) und Leberfibrose (Tao et al., 2011) zu spielen. 
RASAL1 war in dieser Arbeit im Bronchus überhaupt nicht, in der Lunge zu 2,4 Prozent 
und im Tumor zu 4,8 Prozent methyliert. Dies entspricht einem beziehungsweise zwei von 
42 untersuchten Patienten, wobei der Patient mit Methylierung im Lungengewebe diese 
auch im Tumor aufwies. Ein Zusammenhang mit sämtlichen klinisch-pathologischen Para-
metern konnte nicht hergestellt werden. 
Lediglich zwei weitere Arbeiten scheinen sich mit RASAL1 beim Lungenkarzinom be-
schäftigt zu haben. Während Jin et al., 2007 vier Lungenkarzinomzelllinien, von denen 
zwei eine Methylierung aufwiesen, untersuchten, konnten Calvisi et al., 2011 auch in 16,7 
Prozent (5/30) der untersuchten Lungentumoren eine Methylierung von RASAL1 beobach-
ten (Supplementary Material). Allerdings wird in dieser Studie keine Angabe zur Zu-
sammensetzung des Patientenkollektivs, insbesondere nicht zur Histologie des untersuch-
ten Tumorgewebes gemacht. Dieser Aspekt gewinnt dadurch an Bedeutung, dass Liu, D. et 
al., 2013 diese Veränderung in erster Linie beim anaplastischen und follikulären, jedoch 
deutlich weniger beim papillären Schilddrüsenkarzinom und im gesunden Gewebe über-
haupt nicht nachwiesen, weshalb auch bei RASAL1 eine gewebs- und tumorspezifische 
Methylierung diskutiert werden muss. Außerdem scheint RASAL1 nicht ubiquitär bezieh-




krine Organe wohl die stärkste Expression aufweisen (Allen et al., 1998; Ohta et al., 2009). 
Folglich stellt sich die Frage, ob RASAL1 beim Lungenkarzinom überhaupt eine Bedeu-
tung als Tumorsuppressor zukommt, und falls doch, vielleicht nur in bestimmten histolo-
gischen Subtypen wie dem kleinzelligen Bronchialkarzinom. Hierzu müsste das Expressi-
onsverhalten von RASAL1 auch in den verschiedenen Malignomen der Lunge untersucht 
werden. 
Was die Methylierung in Zelllinien anbelangt, so ist zudem zu bedenken, dass es sich um 
immortalisierte Zellen handelt, die sich in ihren Eigenschaften und somit auch in ihrem ge-
netischen und epigenetischen Profil von Primärtumoren unterscheiden können und daher 
eine Übertragbarkeit der Erkenntnisse nicht ohne Weiteres möglich ist. Schließlich wurde 
bereits in einer früheren Untersuchung zu einem anderen Gen in Zelllinien im Vergleich zu 
Normalgewebe eine verstärkte Methylierung beobachtet (Jones et al., 1990: Maus). Auch 
Unterschiede in der Methodik der Methylierungsanalyse – wie bereits ausführlich bei den 
zuvor beschriebenen Genen diskutiert und auch für die nachfolgenden Gene PDCD4, 
MTSS1 und TUSC3 gültig – müssen bei der Analyse der Ergebnisse berücksichtigt wer-
den.  
Doch auch andere Mechanismen könnten zur Inaktivierung von RASAL1 führen (Calvisi 
et al., 2011). Vor allem Histonacetylierungen werden dabei in der Literatur immer wieder 
diskutiert (Ohta et al., 2009; Ma et al., 2010; Seto et al., 2011; Qiao et al., 2012). Zumin-
dest gelang es, in Magen- (Seto et al., 2011; Qiao et al., 2012) und Leberkarzinomzell-
linien (Ma et al., 2010) die Expression von RASAL1 durch Deacetylierungsversuche wie-
der herzustellen. Auch Loss of Heterozygosity wird als Ursache für den Funktionsverlust 
dieses Gens genannt (Seto et al., 2011). Ohta et al., 2009 konnten dies jedoch beim kolo-
rektalen Karzinom ebenso wenig wie eine homozygote Deletion nachweisen. Die von 
Kolfschoten et al., 2005 vorgeschlagene Regulation von RASAL1 über den Transkriptions-
faktor PITX1 wurde in zwei Studien nicht bestätigt (Jin et al., 2007; Qiao et al., 2012). 
Den Ergebnissen dieser Arbeit zufolge scheint die Methylierung von RASAL1 – wenn 
überhaupt – eine stark untergeordnete Rolle bei der Pathogenese des Lungenkarzinoms zu 
spielen. Allerdings ist nicht auszuschließen, dass andere Abschnitte als der in dieser Arbeit 





6.2.4 Programmed-Cell-Death-4 (PDCD4) 
Wie bereits eingangs erläutert scheint PDCD4 sowohl auf transkriptioneller als auch trans-
lationaler Ebene über verschiedene Wege in diverse Zellfunktionen einzugreifen und somit 
als Tumorsuppressorgen zu fungieren. Folglich könnte sein Verlust oder die verminderte 
Expression bei verschiedenen Tumorentitäten eine Rolle spielen. Hinweise hierfür liegen 
beispielsweise für das Kolon- (Göke et al., 2004; Yang et al., 2006; Mudduluru et al., 
2007; Asangani et al., 2008; Wang et al., 2008), Magen- (Motoyama et al., 2010; Cao, Z. 
et al., 2012), Mamma- (Afonja et al., 2004; Göke et al., 2004; Wen et al., 2007), 
Ösophagus- (Fassan et al., 2010), Ovarial- (Wei et al., 2009), Pankreas- (Ma et al., 2005), 
Prostata- (Göke et al., 2004; Shiota et al., 2009), Nieren- (Jansen et al., 2004: Zelllinie; Li, 
X. et al., 2012) und hepatozelluläre Karzinom (Zhang et al., 2006; Li et al., 2010) sowie 
für Tumore des zentralen Nervensystems (Jansen et al., 2004: Zelllinie; Gao et al., 2007; 
Gao et al., 2009), des gastrointestinalen Stromas (Ding et al., 2012), der Haut (Matsuhashi 
et al., 2007) und der Nase (Wang, Y. et al., 2012) vor. Auch beim Bronchialkarzinom wur-
de der Expressionsverlust beziehungsweise die verminderte Expression von PDCD4 be-
obachtet (Chen et al., 2003: NSCLC; Göke et al., 2004: SCLC; Jansen et al., 2004: NSCLC-
Zelllinie; Woenckhaus et al., 2006: NSCLC) und korrelierte überdies mit einer verstärkten 
Tumorprogression sowie einer schlechteren Prognose der Patienten (Chen et al., 2003).  
PDCD4 war in dieser Arbeit jedoch weder im Tumor- noch im nicht-malignen Bronchus- 
und Lungengewebe methyliert. Vielmehr scheint PDCD4 über eine Reihe anderer 
Mechanismen reguliert zu werden: 
Auf mitogene Stimuli hin wird das Protein PDCD4 durch die Proteinkinase S6K1 (p70S6K) 
phosphoryliert. Dies hat die Bindung von ßTRCP, die Ubiquitinierung durch die Ubiquitin-
Ligase SCFßTRCP und schließlich die Degradierung von PDCD4 im Proteasom zur Folge. 
Durch den Abbau von PDCD4 ist dann die Proteintranslation und damit ein Zellwachstum 
möglich (Dorrello et al., 2006). Dieser Abbauweg wird offensichtlich durch die Proteinki-
nasen PKCδ und PKCε (Nakashima et al., 2010) getriggert, die wiederum die 
PI3K/Akt/mTOR/p70S6K- sowie die MEK/ERK-Signalwege zu aktivieren scheinen 
(Schmid et al., 2008). Die Induktion der PI3K-Signalkaskade und damit die Degradation 
von PDCD4 wurde überdies in Anwesenheit von Entzündungsmediatoren wie Tumorne-
krosefaktor alpha (TNFα), Interleukin 6 und 8 beobachtet (Schmid et al., 2011). Außerdem 
soll auch das Lipopolysaccharid LPS in der Lage sein, den PDCD4-Proteinspiegel zu be-
einflussen (Yasuda et al., 2010; Sheedy et al., 2010). Somit dürfte die entzündliche Umge-




trächtigen (Yasuda et al., 2010). Die Expression von PDCD4 kann aber auch über die 
Kaskade COX2/PGE2/IL-8 gehemmt werden (Nieves-Alicea et al., 2009).  
Außerdem scheint die Serin/Threonin-Kinase Akt (Proteinkinase B) das Protein PDCD4 an 
zwei Serinresten zu phosphorylieren und dadurch dessen Fähigkeit, die Transaktivierung 
des Transkriptionsfaktors AP-1 zu inhibieren, einzuschränken (Palamarchuk et al., 2005), 
dessen Lokalisation innerhalb der Zelle zu beeinflussen (Mudduluru et al., 2007) und eben-
falls die Degradation von PDCD4 im Proteasom zu vermitteln (Schmid et al., 2008). 
Weiterhin ist die Kinase S6K2 auf Stimulation durch den Fibroblastenwachstumsfaktor 
FGF-2 hin in der Lage, PDCD4 zu phosphorylieren und dadurch dessen Degradation zu 
bewirken (Liwak et al., 2012). 
Folglich könnten auch eine Störung des Abbauwegs im Proteasom oder eine Fehlregula-
tion verschiedener Kinasen und deren Signalkaskaden zu einem Funktionsverlust von 
PDCD4 führen. Gerade dies wird von Kalinichenko et al., 2008 vermutet, die einerseits 
einen Verlust der PDCD4-mRNA beim Plattenepithelkarzinom der Lunge beobachteten, 
andererseits jedoch normale bis sogar deutlich erhöhte Spiegel des PDCD4-Proteins im 
Vergleich zum Normalgewebe nachwiesen. Dies verdeutlicht, dass die Regulation des 
Genprodukts nicht ausschließlich auf transkriptioneller und translationaler Ebene erfolgen 
muss. Vielmehr schließt die Arbeitsgruppe aus diesen Ergebnissen, dass das PDCD4-Pro-
tein durch andere Mechanismen wie die bereits von anderen Autoren beschriebene Phos-
phorylierung (Palamarchuk et al., 2005; Mudduluru et al., 2007) inaktiviert wird, es jedoch 
durch eine Störung des weiteren Abbaus innerhalb der Zelle in diesem funktionslosen Zu-
stand zu akkumulieren scheint (Kalinichenko et al., 2008). Eine Ursache für den gestörten 
Abbau könnte der beim Bronchialkarzinom bereits beobachtete Verlust (He et al., 2005) 
von βTRCP1 sein (Kalinichenko et al., 2008). Im Widerspruch zu den Ergebnissen von 
Kalinichenko et al., 2008 stehen allerdings die Beobachtungen von Wei et al., 2009, die in 
ihrer Arbeit am Ovarialkarzinom durchaus eine Korrelation zwischen dem mRNA- und 
Proteinlevel von PDCD4 feststellten, wobei diese Divergenz durchaus methodisch bedingt 
sein könnte. 
In zahlreichen Untersuchungen ließ sich zudem beobachten, dass die MikroRNA miR-21 
die Expression von PDCD4 negativ beeinflusst und daher bei verschiedenen Tumorentitä-
ten eine Rolle im Rahmen ihrer Entstehung und Progression zu spielen vermag (Chen et 
al., 2008: Glioblastom; Asangani et al., 2008: Kolon; Ramdas et al., 2009: Plattenepithel-
karzinome des Kopf- und Halsbereichs; Motoyama et al., 2010; Cao, Z. et al., 2012: Ma-




nome der Mundhöhle; Hiyoshi et al., 2009: Ösophagus; Roldo et al., 2006: endokrine Pan-
kreastumoren). Bei MikroRNAs handelt es sich um 21 bis 25 Basenpaare lange, einzel-
strängige RNA-Moleküle, die durch Bindung im Bereich der 3’untranslatierten Region 
(3’UTR) von mRNAs deren Translation verhindern beziehungsweise deren Abbau induzie-
ren können (Zeng et al., 2002; Zeng et al., 2003; Übersicht in: He et al., 2004; Übersicht 
in: Pillai et al., 2005). Mehreren Studien zufolge scheint miR-21 direkt an die 3’UTR der 
mRNA von PDCD4 zu binden und somit dessen Expression zu verhindern (Frankel et al., 
2008; Zhu et al., 2008; Lu et al., 2008; Yao et al., 2011). Dass es sich hierbei sehr wahr-
scheinlich um einen nicht zu vernachlässigenden Mechanismus der Inaktivierung von 
PDCD4 und somit der Tumorentstehung handelt, lassen zudem die Untersuchungen von 
Lu et al., 2008 vermuten. Die Forschergruppe induzierte die neoplastische Transformation 
in miR-21-transfizierten und folglich in der Expression von PDCD4 kompromittierten JB6-
Zellen und ergänzte dadurch die Experimente von Cmarik et al., die bereits 1999 die neo-
plastische Transformation dieser murinen epidermalen Zelllinie JB6 mit dem Verlust von 
PDCD4 in Verbindung brachten. Dass dieser Pathomechanismus auch beim Bronchialkar-
zinom eine Rolle spielen könnte, legen die folgenden Untersuchungen nahe: Hatley et al., 
2010 verwendeten ein speziell für die Erforschung des nicht-kleinzelligen Lungenkarzi-
noms entwickeltes Mausmodell, um die Auswirkungen einer verstärkten Expression bezie-
hungsweise eines Verlusts von miR-21 auf die Tumorentstehung in der Lunge zu untersu-
chen. Dabei zeigte sich, dass die Überexpression der microRNA allein wohl nicht für die 
Tumorentstehung ausreicht, diese jedoch verstärkt und niedrigere PDCD4-Protein-Spiegel 
zur Folge hat. MiR-21-negative Mäuse entwickelten hingegen signifikant weniger Lungen-
tumore (Hatley et al., 2010). Zudem wurden im menschlichen Plattenepithelkarzinom der 
Lunge im Vergleich zum dazugehörigen Normalgewebe erhöhte miR-21-Level gemessen 
(Gao et al., 2011), was die Ergebnisse der Studie von Volinia et al. aus dem Jahr 2006, in 
der sich im Lungenkarzinom in Relation zu normalen Zellen ebenfalls eine Überexpression 
von miR-21 nachweisen ließ, bestätigt. Somit könnte der Expressionsverlust von PDCD4 
auch beim Bronchialkarzinom durch Fehlregulation dieser microRNA zustande kommen. 
Doch auch andere microRNAs stehen im Verdacht, an der Regulation dieses Gens beteiligt 
zu sein. Hierzu zählen miR-103, miR-107 (Ramdas et al., 2009: Tumoren des Kopf-Hals-
Bereichs), miR-499-5p (Liu, X. et al., 2011: Kolon) und miR-183 (Li et al., 2010: Leber). 
Des Weiteren soll TGFß-1, ein Wachstumsfaktor, dessen Signalkaskade sowohl tumor-
supprimierende als auch -fördernde Eigenschaften zugeschrieben werden (Übersicht in: 




teiligt sein: Einerseits scheint TGFβ-1 die Expression von PDCD4 und damit die Apoptose 
in hepatischem Gewebe zu fördern (Zhang et al., 2006; Li et al., 2010), weshalb eine 
Reduktion des TGFß-1-Rezeptors als Ursache für erniedrigte beziehungsweise fehlende 
PDCD4-Level bei Lebertumoren im Vergleich zum korrespondierenden Normalgewebe in 
Erwägung gezogen wird (Zhang et al., 2006). Eine Verifizierung dieser Theorie steht 
jedoch bislang aus. Somit könnte TGFβ-1 in der Leber über Induktion von PDCD4 die Tu-
morentstehung verhindern. Andererseits ließ sich in Fibroblasten der fetalen Lunge und des 
Ovars die MikroRNA miR-21 durch TGFβ-1 hoch- und folglich PDCD4 herunterregulie-
ren und damit die Transformation von Fibroblasten zu Myofibroblasten induzieren (Yao et 
al., 2011). Dieser wird eine wichtige Rolle bei der Progression von Tumoren zugesprochen 
(Casey et al., 2008; Noma et al., 2008). Merline et al., 2011 zeigten, dass das Molekül 
Decorin ebenfalls PDCD4 hochregulieren kann – zum einen über die Interaktion mit Toll-
like-Rezeptoren, zum anderen über die Inhibition von TGFβ-1. Offensichtlich sind sowohl 
TGFβ-1 als auch Decorin in der Lage, die Expression von PDCD4 zu beeinflussen. In der 
humanen Keratinozytenzelllinie HaCaT fand sich sowohl unter dem Einfluss von TGFβ-1 
als auch unter jenem des epidermalen Wachstumsfaktors EGF und dem des Hepatozyten-
wachstumsfaktors HGF eine Suppression des PDCD4-Proteins (Matsuhashi et al., 2007). 
Interessanterweise zeigten Wang, T. et al., 2012, dass TGFβ-1 in HaCaT-Zellen einerseits 
eine antiproliferative Wirkung entfaltet, durch gleichzeitige Induktion der microRNA miR-
21, die wiederum PDCD4 zum Ziel hat, diesen Effekt jedoch auch begrenzt. Daher kann 
eine Dysregulation dieser Moleküle und ihrer Signalwege, wenn auch in den genannten 
Studien teils nicht an Epithelzellen und auch nicht in Bezug auf das Lungenkarzinom 
untersucht, als Ursache für den Verlust der Tumorsuppressorfunktion von PDCD4 nicht 
gänzlich außer Acht gelassen werden. Zudem wird anhand von TGFß-1 deutlich, dass Sig-
naltransduktoren wohl auch in Abhängigkeit vom Gewebe durchaus unterschiedliche, unter 
Umständen sogar gegensätzliche Wirkungen entfalten können.  
Durch Charakterisierung der Promotorregion von PDCD4 gelang es, weitere Faktoren, die 
an der Regulation dieses Gens beteiligt sind, zu identifizieren (Leupold et al., 2012): Unter 
mehreren Promotorelementen und Bindeproteinen wie beispielsweise der CCAAT-Box 
und der Sp-Transkriptionsfaktoren sticht das Zinkfingerbindeprotein ZBP-89 besonders 
hervor, das als Aktivator des PDCD4-Promotors fungiert und dessen Überexpression be-
ziehungsweise Repression zu einer verstärkten oder verminderten Expression von PDCD4-
mRNA und -Protein führt (Leupold et al., 2012). Außerdem scheinen Histonmodifikatio-




Schließlich wurden auch Methylierungen der Promotorregion von PDCD4 beobachtet: 
Cao, Z. et al., 2012 wiesen diese in 36,4 Prozent der von ihnen untersuchten Magenkarzi-
nome nach, fanden jedoch keine signifikante Korrelation zwischen dem Methylierungssta-
tus und dem mRNA- beziehungsweise Proteinlevel von PDCD4. Fan et al., 2007 beobach-
teten in einer HCC-Zelllinie durch artifizielles Knockdown der DNA-Methyltransferase 
DNMT1 und konsekutiver Demethylierung einer Vielzahl von Genen unter anderem einen 
Expressionsanstieg von PDCD4 um das 2,5-fache. Gleichzeitig gaben die Autoren dieser 
Untersuchung aber zu bedenken, dass unter Umständen andere, bislang unbekannte Me-
chanismen als die Aufhebung der Methylierung zu einem Expressionsanstieg führen könn-
ten, da ein Teil der induzierten Gene keine CpG-Inseln in ihrer 5’-Region aufwiesen. Le-
diglich Gao et al., 2009 beobachteten an Gliomgewebe und Gliomzelllinien einen eindeuti-
gen Zusammenhang zwischen der Methylierung von PDCD4 und dem Verlust der mRNA: 
So waren 47 Prozent der untersuchten Primärtumoren methyliert, wobei dies signifikant 
mit dem mRNA-Verlust korrelierte. Zudem ließ sich die Expression von PDCD4 durch das 
demethylierende Agens 5-Deoxy-Azacytidin sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene 
wiederherstellen. Mit PDCD4-transfizierte Zellen zeigten zudem eine gesteigerte Apoptose 
sowie reduzierte Proliferation und Koloniebildung. Patienten mit High-Grade-Gliomen 
(Grade III und IV) lebten zudem signifikant länger, wenn PDCD4 auf Proteinebene expri-
miert war. Wen et al., 2007 hingegen versuchten in drei Mammakarzinomzelllinien die Ex-
pression dieses Gens durch 5-Deoxy-Azacytidin wiederherzustellen, blieben aber in ihrem 
Vorhaben erfolglos. Allerdings wurde anhand anderer Gene beobachtet, dass auch die Be-
handlung mit 5-Deoxy-Azacytidin die Reexpression nicht-methylierter Gene vermitteln 
kann, was auf die Aufhebung der methylierungsbedingten Repression anderer an der Regu-
lation des untersuchten Gens beteiligter Faktoren zurückgeführt wird (Soengas et al., 2001; 
Tessema et al., 2009). Dies wäre auch eine mögliche Erklärung für die oben angesproche-
nen Beobachtungen von Fan et al., 2007. Somit darf die Demethylierung der CpG-Inseln 
von PDCD4 nicht automatisch als ausschließliche Ursache für die verstärkte Expression 
dieses Gens verantwortlich gemacht werden. 
Allem Anschein nach wird PDCD4 als Bestandteil eines hochkomplexen Signaltransduk-
tionsnetzwerks über eine Vielzahl und hier keineswegs in aller Vollständigkeit beschriebe-
nen Mechanismen reguliert, wobei diese in Abhängigkeit vom Gewebe unterschiedlich 
ausgeprägt zu sein scheinen. Methylierungen spielen dabei, obwohl deren Existenz in eini-
gen Studien diskutiert wird, eine untergeordnete Rolle und wurden beim Lungenkarzinom 




diese epigenetische Veränderung beim Bronchialkarzinom zu vernachlässigen sein, ließ 
sich doch bei keinem der 42 untersuchten Patienten eine Methylierung nachweisen. Aller-
dings ist zu bedenken, dass nur ein kleiner Bereich von 81 Basenpaaren mit lediglich fünf 
CpG-Dinukleotiden innerhalb der Promotorregion von PDCD4 auf diese Modifikation hin 
untersucht wurde und somit nicht gänzlich auszuschließen ist, dass ein anderer Abschnitt 
von Methylierungen betroffen ist. Aufgrund der bisherigen Studienlage dürfte dies jedoch 
unwahrscheinlich sein. 
6.2.5 Metastasis-Suppressor-1 (MTSS1)  
Wie bereits anfangs angedeutet, ist die Funktion von MTSS1 – insbesondere im Hinblick 
auf Tumorerkrankungen – noch nicht eindeutig geklärt: 
Den Ergebnissen von Dawson et al., 2012a zufolge fördert das Genprodukt von MTSS1 in 
frühen Stadien von Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches über die Aktivierung der EGF-Sig-
nalkaskade die Proliferation von Tumorzellen, bei zunehmender Zelldichte und Ausbil-
dung von Zellkontakten hemmt es jedoch die Zellteilung zugunsten der Zelldifferenzie-
rung. Diese Beobachtung steht im Einklang mit den Ergebnissen von Ma et al., 2007, die 
in frühen Stadien des hepatozellulären Karzinoms eine Überexpression von MTSS1 auf 
mRNA- und Proteinebene nachwiesen und daher folgerten, dass dieses Gen die Tumorent-
stehung begünstigen könnte. Dass der Expressionsverlust dieses Gens vor allem im Rah-
men der Progression und Metastasierung von Malignomen relevant zu werden scheint, 
lassen eine Reihe von Untersuchungen vermuten, die eine fehlende beziehungsweise ver-
minderte Expression von MTSS1 hauptsächlich in fortgeschritteneren Tumorstadien und in 
Metastasen (Wang et al., 2007a: Blase; Liu, K. et al., 2010: Magen; Xie et al., 2011: Öso-
phagus) beziehungsweise in Tumorzelllinien mit aggressiverem Wachstumsverhalten oder 
Metastasierungspotential (Lee et al., 2002: Blase, Mamma, Prostata; Mustafa et al., 2011: 
Prostata) beobachteten. Teilweise war dies auch mit einer signifikant schlechteren Progno-
se für die Patienten assoziiert (Parr et al., 2009; Liu, K. et al., 2010; Xie et al., 2011). In 
einigen Untersuchungen hemmte die Überexpression von MTSS1 hingegen das Zellwachs-
tum, die Invasivität und Migration von Tumorzellen (Parr et al., 2009; Xie et al., 2011; 
Mustafa et al., 2011; Du et al., 2012). Was allerdings den Einfluss von MTSS1 auf die Ad-
häsionsfähigkeit von Zellen betraf, beobachteten diese Forschergruppen bisweilen gegen-
sätzliche Effekte. Somit scheint MTSS1 vor allem in fortgeschritteneren Tumorstadien 
einen wachstumshemmenden Effekt auszuüben und der Verlust dieses Gens das Karzinom-




Allerdings bezweifeln Bompard et al., 2005 und Wang et al., 2011 die metastasierungs- 
und tumorsupprimierende Funktion von MTSS1, da in ihren Arbeiten kein Unterschied in 
der Expression von MTSS1 zwischen nicht-metastasierten und metastasierten Zelllinien 
gefunden wurde (Bompard et al., 2005) beziehungsweise hohe Expressionsraten beim ko-
lorektalen Karzinom signifikant mit einer schlechteren Prognose assoziiert waren (Wang et 
al., 2011). Gestützt wird diese Auffassung durch die Ergebnisse von Jahid et al., 2012, die 
im Primärtumor bei Patienten des Stadiums IV sowie bei Lebermetastasen hohe MTSS1-
Spiegel nachwiesen. Chen et al., 2013 etablierten eine kolorektale Karzinomzelllinie mit 
hohem Lebermetastasierungspotential, in der MTSS1 hochreguliert war. Auch beim sehr 
aggressiven inflammatorischen Mammakarzinom wurde im Vergleich zum nicht-in-
flammatorischen Brustkrebs eine Überexpression von MTSS1 beobachtet (Bekhousche et 
al., 2011). Nixdorf et al., 2004 (Blase) stellen ebenfalls den hemmenden Einfluss von 
MTSS1 auf die Invasivität von Tumorzellen in Frage. Neuere Untersuchungen legen wie-
derum nahe, dass MTSS1 auch durch Eingreifen in den Zellzyklus als Tumorsuppressor 
fungieren könnte (Fan et al., 2012: Leber). Neben Tumoren oder Tumorzelllinien des Ma-
gens (Liu, K. et al., 2010), des Ösophagus (Xie et al., 2011), der Mamma (Parr et al., 
2009), der Blase (Lee et al., 2002; Wang et al., 2007a; Du et al., 2011) und der Prostata 
(Mustafa et al., 2011) waren auch Karzinomzelllinien des gastroösophagealen Übergangs 
(van Duin et al., 2007) sowie B-Zell-Malignome (Yu et al., 2012) von einem Verlust be-
ziehungsweise einer verminderten Expression von MTSS1 betroffen, was wiederum die 
tumorsupprimierende Funktion dieses Gens nahelegt. Auch beim Nierenkarzinom könnte 
MTSS1 als Tumorsuppressor fungieren (Du et al., 2012). In mehreren Lungenkarzinom-
zelllinien, die aus Adenokarzinomen chinesischer Patienten etabliert wurden, zeigte sich, 
dass MTSS1 im Vergleich zu Bronchialepithelzelllinien herunterreguliert war (Lam et al., 
2006).  
Letztlich kann aufgrund der bisherigen Forschungslage noch keine eindeutige Aussage be-
züglich der tumorsupprimierenden beziehungsweise -fördernden Funktion von MTSS1 ge-
troffen werden. Die unterschiedlichen Studienergebnisse lassen jedoch vermuten, dass die-
ses Gen in Abhängigkeit vom Gewebs- und Malignomtyp und -subtyp unterschiedliche 
Wirkungen entfaltet und folglich das Tumorwachstum beschleunigen, aber auch hemmen 
kann.  
Somit ist nicht auszuschließen, dass auch beim Lungenkarzinom der Verlust von MTSS1 
eine Rolle spielen könnte, wie es die bereits oben genannte Untersuchung von Lam et al., 




bol-12,13-dibutyrat (PDBu) versetzten Bronchialepithelzellen im Rahmen einer Entzün-
dungsreaktion zur Hochregulation der Proteinkinase C und ihrer Isoformen und konsekutiv 
zu einem Expressionsanstieg von MTSS1 kam. Ob MTSS1 hier allerdings ein protektiver 
Effekt oder die Entzündungsreaktion unterstützende und letztlich auch malignomindu-
zierende Funktion zukommt, wurde nicht untersucht. Beides wäre aber mit den bisherigen 
und oben ausgeführten Erkenntnissen zur Rolle dieses Gens im Rahmen von Tumorerkran-
kungen zu vereinbaren. 
Methylierungen scheinen allerdings für den Expressionsverlust beim nicht-kleinzelligen 
Bronchialkarzinom weniger relevant zu sein, war diese epigenetische Veränderung doch in 
dieser Arbeit weder im Tumorgewebe selbst, noch im nicht-malignen Bronchus- und Lun-
gengewebe zu finden. Ähnlich wie bei PDCD4 könnten andere Mechanismen zur 
Inaktivierung von MTSS1 im Rahmen der Karzinogenese und Tumorprogression 
beitragen:  
So scheinen auch an der Regulation von MTSS1 microRNAs beteiligt zu sein, indem diese 
über die Hemmung der Translation dieses Gens die Zellproliferation, -migration oder auch 
-invasion und Metastasierung von Tumorzellen fördern. Dieses Phänomen wurde beim 
kolorektalen Karzinom für die microRNAs miR-135a (Zhou et al., 2012) und miR-23a 
(Jahid et al., 2012; Tang et al., 2012) beobachtet, für die microRNAs miR-182 bezie-
hungsweise miR-182-5p beim Prostata- (Hirata et al., 2013), Ovarial- (Liu, Z. et al., 2012) 
und hepatozellulären Karzinom (Wang, J. et al., 2012). Die bereits oben genannte miR-
135a soll aber auch über die Inaktivierung von MTSS1 an der Ausbildung von Portalve-
nentumorthromben im Rahmen des hepatozellulären Karzinoms beteiligt sein (Liu, S. et 
al., 2012).  
Eine weitere Möglichkeit der Regulation von MTSS1 wurde beim Magenkarzinom unter-
sucht: Offensichtlich ist das Ringfinger-Protein RNF180, das selbst Ziel von Methylierun-
gen zu sein scheint, in der Lage, MTSS1 zu induzieren und zumindest teilweise dadurch 
seine wachstumshemmende Wirkung zu entfalten (Cheung et al., 2012). Ein ähnlicher 
Sachverhalt wurde für den T-Box Transcription Factor 5 (TBX5) beim Kolonkarzinom 
untersucht (Yu et al., 2010). Anhand einer Lungenkarzinomzellline ließ sich zudem be-
obachten, dass wohl auch das Connexin 43 an der Hochregulation von MTSS1 beteiligt ist 
(Zhao et al., 2011). Somit könnten sich auch Störungen in der Regulation von RNF180 und 
TBX5 oder auch Connexin 43 auf die Expression und damit tumorsupprimierende Funk-
tion von MTSS1 auswirken. Ob dieser Zusammenhang auch auf andere Tumorentitäten 




scheint MTSS1 auch ein Downstream-Target von Vasohibin-1 (VASH1) zu sein (Affara et 
al., 2013). 
Doch auch Methylierungen dürfen als Inaktivierungsmechanismus von MTSS1 nicht gänz-
lich außer Acht gelassen werden, da doch der Promotor von MTSS1 innerhalb einer CpG-
Insel (Utikal et al., 2006) liegt. Untersuchungen an Prostatakarzinomzelllinien sowie an 
einem Prostataprimärtumor zeigten, dass der Methylierungsstatus mit dem Expressionsver-
lust dieses Gens korrelierte und durch Demethylierungsversuche die Reexpression indu-
ziert werden konnte (Utikal et al., 2006). Ähnliches wurde für das Magenkarzinom be-
obachtet (Yamashita et al., 2006). Auch beim Mammakarzinom wurden Methylierungen 
der Promotorregion nachgewiesen (Kamalakaran et al., 2009). Allerdings gelang es Nix-
dorf et al., 2004 nicht, in Blasenkarzinomzelllinien durch 5-Deoxy-Azacytidin die Ex-
pression von MTSS1 wieder herzustellen. Wie bereits bei der Diskussion von RASAL1 sei 
jedoch auch an dieser Stelle darauf verwiesen, dass sich Zelllinien von Primärgewebe in 
ihren Eigenschaften unterscheiden können. Außerdem ist der bei PDCD4 erläuterte Aspekt 
zu Demethylierungsexperimenten zu berücksichtigen. 
MTSS1 ist zudem Zielgen der DNA-Methyltransferase 3B (DNMT3B). Interessanterweise 
hemmt DNMT3B die Expression von MTSS1 beim hepatozellulären Karzinom jedoch 
nicht – wie für andere Tumorsuppressorgene beobachtet – durch die Übertragung von Me-
thylgruppen, sondern methylierungsunabhängig über die direkte Bindung an dessen 5’-Re-
gion (Fan et al., 2012).  
Wie die Ausführungen zeigen, existieren grundsätzlich verschiedene Regulationsmechanis-
men der Expression und Funktion von MTSS1, wobei sich diese durchaus in Abhängigkeit 
von Gewebe- und Malignomart unterscheiden. Auch Methylierungen dürften hierbei zum 
Expressionsverlust dieses Gens führen (Utikal et al., 2006; Yamashita et al., 2006; Kama-
lakaran et al., 2009). Da sich in dieser Untersuchung weder im Tumor noch im nicht-mali-
gnen Lungen- und Bronchialgewebe diese epigenetische Veränderung fand, ist der methy-
lierungsabhängige Expressionsverlust beim Bronchialkarzinom jedoch in Frage zu stellen. 
Einschränkend muss auch bei MTSS1 darauf hingewiesen werden, dass in dieser Arbeit 
nur ein Ausschnitt von 81 Basenpaaren innerhalb des Promotorbereichs von MTSS1 auf 
diese Veränderung hin untersucht wurde und bislang wohl keine weiteren Studien zur Me-
thylierung von MTSS1 beim Bronchialkarzinom existieren. Somit könnten auch andere 
Bereiche der Transkriptionsstartstelle von Methylierungen betroffen sein. Dies ist insofern 
nicht gänzlich unwahrscheinlich, beobachteten doch bereits Utikal et al., 2006, dass nicht 




betroffen war, sondern hauptsächlich der 5’- gelegene Bereich. Außerdem ist zu bedenken, 
dass Methylierungen offensichtlich auch in tumorspezifischer Art und Weise auftreten 
(Costello et al., 2000) und somit die Ergebnisse nicht ohne Weiteres von einer Tumorenti-
tät auf eine andere übertragen werden können. 
Zudem ließ sich in den meisten der hier zitierten Studien ein Expressionsverlust von 
MTSS1 erst in fortgeschritteneren Tumorstadien insbesondere bei Metastasierung oder 
aber in Karzinomzelllinien mit aggressivem Wachstumsverhalten nachweisen. In dieser 
Arbeit wurde jedoch hauptsächlich Gewebe von Patienten mit niedrigeren Tumorstadien 
untersucht (zwei Drittel der Patienten befanden sich in Stadium I und II). Lediglich 3 der 
42 Studienteilnehmer wiesen Fernmetastasen auf. Folglich ist nicht auszuschließen, dass 
im hier vorliegenden Patientengut ein Expressionsverlust von MTSS1 noch nicht zum 
Tragen kommt.  
6.2.6 Tumor-Suppressor-Candidate-3 (TUSC3) 
In zahlreichen Studien wurden genetische und epigenetische Veränderungen der Genregion 
von TUSC3 8p22 in verschiedenen Tumorgeweben untersucht. Bova et al. wiesen 1996 
erstmals mit Hilfe des Mikrosatellitenmarkers D8S1992, der innerhalb der Gensequenz 
von TUSC3 liegt, die homozygote Deletion dieses Gens im metastasierten Prostatakarzi-
nom nach. Horak et al. konnten in ihren Untersuchungen von 2012 und 2014 den Ex-
pressionsverlust von TUSC3 auch auf Proteinebene nachvollziehen und zeigten außerdem, 
dass dessen Herunterregulation in Prostatakarzinomzelllinien zu einem Proliferationsvor-
teil führte. Zusätzlich werden Methylierungen bei Prostataprimärtumoren beschrieben (Ke-
keeva et al., 2007; Horak et al., 2014). Diese Beobachtungen lassen sich zudem durch eine 
Reihe von Untersuchungen zu Veränderungen von 8p22 in diesem Karzinom stützen (Bo-
va et al., 1993; Cunningham et al., 1996; Deubler et al., 1997; Oba et al., 2001; Hughes et 
al., 2006). Auch im Ovarialkarzinom konnte sowohl ein Expressionsverlust von TUSC3 
(Pils et al., 2005) als auch die Methylierung der Promotorregion mit konsekutiver Herun-
terregulation der zugehörigen mRNA (Pils et al., 2013) sowie Loss of Heterozygosity be-
ziehungsweise eine allelische Imbalance von 8p22 (Emi et al., 1992; Wright et al., 1998; 
Pribill et al., 2001) nachgewiesen werden. Auch bei diesem Karzinom scheint der Verlust 
dieses Gens mit einem Proliferationsvorteil verknüpft zu sein (Vaňhara et al., 2013). In der 
kolorektalen Normalmukosa soll eine altersabhängige Methylierung (Ahuja et al., 1998; 
Belshaw et al., 2008), in entartetem Gewebe sogar eine Hypermethylierung von TUSC3 




ein methylierungsabhängiger Expressionsverlust in kolorektalen Tumorzelllinien 
(MacGrogan et al., 1996) sowie eine signifikant verminderte Expression in Primärtumoren 
(Andersen et al., 2007) beobachten. Der Verlust der Genregion 8p22 wird ebenfalls be-
schrieben (Emi et al., 1992; Fujiwara et al., 1993; Gustafson et al., 1996). Bei Patienten mit 
Colitis ulcerosa zeigte sich eine verstärkte Methylierung der Promotorregion von TUSC3 
(Arasaradnam et al., 2010). Im nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom (Zemlyakova et al., 
2003b) sowie in einer Lungenkarzinomzelllinie (MacGrogan et al., 1996) gelang ebenfalls 
der Methylierungsnachweis dieses Gens. In einer Studie am Bronchialkarzinom war 
TUSC3 im Vergleich zum Normalgewebe herunterreguliert (Woenckhaus et al., 2006). 
Darüber hinaus werden auch bei dieser Tumorentität Deletionen der Region 8p22 be-
schrieben (Emi et al., 1992; Virmani et al., 1998; Wistuba et al., 1999b). Neuesten Er-
kenntnissen zufolge scheint die Überexpression von TUSC3 beim Glioblastom die Proli-
ferations- und Invasionsfähigkeit der Tumorzellen zu hemmen (Jiang et al., 2016). Zudem 
konnte auch bei dieser Tumorentität ein Zusammenhang zwischen der Promotormethy-
lierung und dem Expressionsverlust von TUSC3 festgestellt werden (Laffaire et al., 2011; 
Jiang et al., 2016). Um weitere Tumoren und Tumorzelllinien, bei denen sich Expressions-
veränderungen beziehungsweise genetische und epigenetische Modifikationen von TUSC3 
fanden, handelt es sich beim Pankreas- (Levy et al., 1999; Bashyam et al., 2005; Cooke et 
al., 2008; Birnbaum et al., 2011), Nierenzell- (McRonald et al., 2009), hepatozellulären 
(MacGrogan et al., 1996), Mamma- (Zemlyakova et al., 2003a; Cooke et al., 2008), 
Blasen- (Ohgaki et al., 1999) und papillären Schilddrüsenkarzinom (Huang et al., 2001; 
Chung et al., 2012). Ebenfalls betroffen sind das Zervixkarzinom samt dessen Vorstufen 
(Kekeeva et al., 2006; Kloth et al., 2007) sowie Tumoren des Kopf- und Halsbereichs 
(Alonso Guervós et al., 2007; Alonso Guervós et al., 2009; Álvarez Marcos et al., 2010; 
Franco Gutiérrez et al., 2012; Ribeiro et al., 2014). Eine Studie liefert Hinweise dafür, dass 
TUSC3 zur Unterscheidung zwischen akuter lymphatischer Leukämie (ALL) und akuter 
myeloischer Leukämie (AML) beitragen könnte, da das Gen in lymphatischen Leukä-
miezellen im Gegensatz zu myeloischen eine Hypermethylierung aufwies (Scholz et al., 
2005). Auch bei anderen Malignomen des blutbildenden Systems wie dem multiplen 
Myelom (Li et al., 2007) und follikulären Lymphom (O’Riain et al., 2009) wurde ein Ex-
pressionsrückgang beziehungsweise eine Methylierung von TUSC3 beobachtet.  
Eine weitere Untersuchung zeigte erstmalig einen potentiellen Zusammenhang zwischen 
der Deletion von TUSC3 und rheumatoider Arthritis auf (Alonso et al., 2010). Neueren Er-




der mentalen Retardierung (NSMR), die einem autosomal-rezessiven Erbgang folgt, ver-
antwortlich zu sein (Garshasbi et al., 2008; Molinari et al., 2008; Khan et al., 2011; Gar-
shasbi et al., 2011). Ähnliches wurde für eine syndromale Form der mentalen Retardierung 
nachgewiesen (Loddo et al., 2013). Außerdem war TUSC3 von einer Deletion im Bereich 
von Chromosom 8p22 bei einem an Schizophrenie erkrankten Patienten betroffen (Need et 
al., 2009). 
Aufgrund all dieser Erkenntnisse muss die tumorsupprimierende Funktion von TUSC3 
durchaus in Betracht gezogen werden. Methylierungen als Inaktivierungsmechanismus die-
ses Gens – diese wurden schließlich bei verschiedenen Tumorentitäten beobachtet – dürf-
ten in diesem Zusammenhang ebenfalls von Bedeutung sein. Auch beim Lungenkarzinom 
könnte der Verlust dieses Gens der bisherigen Studienlage zufolge, insbesondere durch 
Methylierung der Promotorregion, eine Rolle spielen.  
In dieser Arbeit lag eine deutliche Methylierung der Promotorregion von TUSC3 sowohl 
im nicht-malignen Bronchial- (67,9%, (19/28)) und Lungengewebe (31%, (13/42)) als 
auch im Tumorgewebe (59,5%, (25/42)) vor. Damit weist TUSC3 im Vergleich zu den 
übrigen in dieser Studie untersuchten Genen die höchste Rate dieser epigenetischen Ver-
änderung auf. Dabei war bei 16 Patienten mit Methylierung im Tumor diese ebenfalls in 
nicht-malignem Gewebe zu finden. Allerdings kam die Modifikation auch isoliert im Lun-
gen- oder Bronchialgewebe vor (insgesamt 11 Fälle). Bei einigen Patienten war jedoch 
eine Untersuchung von Bronchialepithel nicht möglich. 
Wie oben bereits erwähnt berichten Zemlyakova et al., 2003b von einer Methylierung von 
TUSC3 beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom russischer Patienten in 17,6 Prozent 
(9/51) der Fälle. Lungennormalgewebe wurde allerdings nicht untersucht und das Methy-
lierungslevel lediglich mit dem von Lymphozyten gesunder Probanden verglichen. Ein 
Cut-off-Wert, ab dem eine Methylierung als gegeben angesehen wird, wird nicht genannt. 
Ein Zusammenhang mit klinisch-pathologischen Parametern konnte nicht hergestellt 
werden. Das Ergebnis dieser Forschergruppe bleibt zudem hinter den Methylierungsraten 
im Tumorgewebe dieser Arbeit zurück. Auch in einer Lungenkarzinomzelllinie ließ sich 
die Methylierung dieses Gens nachweisen (MacGrogan et al., 1996). 
Erstaunlicherweise wiesen die hier untersuchten Patienten, bei denen eine Methylierung 
von TUSC3 im Tumorgewebe vorlag, ein signifikant besseres Überleben im Beobach-
tungszeitraum auf als diejenigen Studienteilnehmer, bei denen das Gen nicht methyliert 




fand sich eine signifikant positive Korrelation zwischen dem Methylierungsstatus im Tu-
morgewebe und dem Überleben der Probanden (p = 0,039). Eine ähnliche Tendenz ließ 
sich für das Bronchus- und Lungengewebe nachweisen, jedoch ohne statistische Signifi-
kanz (p = 0,67 bzw. p = 0,28). 
Zusätzlich zeigte sich ein signifikant positiver Zusammenhang zugunsten der Methylierung 
des Tumorgewebes in den niedrigeren Tumorstadien T1a, T1b und T2a im Vergleich zu 
den Stadien T2b, T3 und T4 (p = 0,008). Verzichtete man allerdings auf die Unterteilung 
der T-Stadien in a und b, fand sich diese Korrelation nicht mehr (p = 0,235). Für die Sta-
dieneinteilung I bis IV ließ sich ein signifikanter Zusammenhang mit dem Methylierungs-
status im Bronchialepithel darstellen, der sich nach Unterteilung der Stadien in A und B je-
doch nicht mehr nachvollziehen ließ. Dies könnte beispielsweise auf die geringe Fallzahl 
zurückzuführen sein. Vielleicht spielt die Methylierung von TUSC3 beim Bronchialkar-
zinom auch lediglich in Bezug auf die Krebsentstehung, nicht aber bei der Progression des 
Krebsleidens eine Rolle. Geht man davon aus, dass die Methylierung der Promotorregion 
zur Inaktivierung von TUSC3 führt, wäre demnach der Expressionsverlust dieses Gens ein 
eher frühes Ereignis im Rahmen der Tumorerkrankung. Bei 11 (26,2%) Patienten fand sich 
schließlich lediglich im Bronchial- und Lungengewebe eine Methylierung, während dies 
im Tumor nicht der Fall war. Allerdings ist auch zu bedenken, dass sich die Mehrzahl der 
in die Studie eingeschlossenen Patienten (80,9%) in den Tumorstadien T1 und T2, davon 
wiederum 70 Prozent in T1a und T2a, befanden und daher allein aufgrund des weniger 
fortgeschrittenen Tumorleidens eine bessere Überlebenschance aufwiesen. Da in dieser 
Analyse potentielle Confounder unberücksichtigt blieben, muss also nicht unbedingt ein 
Kausalzusammenhang zwischen dem besseren Überleben und der Methylierung von 
TUSC3 trotz signifikanter Korrelation dieser Parameter vorliegen. Ähnliches gilt für den 
Aspekt, dass ausschließlich bei R0-resizierten Patienten diese epigenetische Veränderung 
vorlag (p = 0,021). Allerdings konnten lediglich vier der 42 Studienteilnehmer nicht in 
sano reseziert werden, so dass die Stichprobe hierfür denkbar klein ist.  
Die Tatsache, dass Patienten mit Methylierung von TUSC3 ein besseres Outcome aufwie-
sen und diese Veränderung in niedrigeren Tumorstadien häufiger als in höheren vorlag, wi-
derspricht den Ergebnissen einer Vielzahl von Studien, wonach TUSC3 als Tumor-
suppressorgen fungieren und sein Verlust – mitunter durch Methylierungen verursacht – 
durchaus mit einer schlechteren Prognose beziehungsweise fortgeschritteneren Tumorsta-
dien assoziiert sein soll. Denn unter anderem wurde der Verlust von TUSC3 erstmals in 




obachteten in ihrer Arbeit aus dem Jahr 2005 beim Ovarialkarzinom gerade in höheren Tu-
morstadien und entdifferenzierteren Tumoren den Expressionsverlust von TUSC3, womit 
dieses Ereignis als eher spät im Rahmen der Krebserkrankung anzusiedeln wäre. In Bezug 
auf das Überleben der Patienten wurde das Signifikanzniveau damals knapp verfehlt. In 
einer neuen Untersuchung aus dem Jahr 2013 konnten Pils et al. zwar keinen Unterschied 
in Bezug auf den Expressionsverlust zwischen den verschiedenen Tumorstadien mehr 
nachweisen, dafür beschreiben sie einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Me-
thylierungsstatus und konsekutiven mRNA-Expressionsrückgang von TUSC3 und dem 
schlechteren Überleben der Studienteilnehmer. Durch Demethylierungsversuche gelang 
ihnen zusätzlich, die Expression der mRNA wiederherzustellen. Außerdem hemmte eine 
artifizielle Reexpression dieses Gens in vitro die Zellproliferation sowie die Adhäsion von 
Tumorzellen an Kollagen I. Auch beim Larynx- und Pharynxkarzinom wurde im fortge-
schrittenen, insbesondere im metastasierten Stadium häufiger die Deletion von TUSC3 be-
obachtet. Zudem korrelierte diese signifikant mit einem schlechteren Überleben der Pa-
tienten (Alonso Guervòs et al., 2007).  
Einen weiteren Aspekt stellt die Methylierungshäufigkeit in Abhängigkeit vom Alter dar: 
In dieser Arbeit war TUSC3 sowohl im Bronchus- (> 60 Jahre 81,8%, ≤ 60 Jahre 58,8%, p 
= 0,249) als auch im Tumorgewebe (> 60 Jahre 63,2%, ≤ 60 Jahre 56,5%, p = 0,757) bei 
Patienten mit Erstdiagnose jenseits des 60. Lebensjahres geringfügig häufiger methyliert, 
allerdings ohne statistische Signifikanz. Für das Lungengewebe fand sich jedoch kein 
Unterschied in der Methylierungshäufigkeit. Ältere Patienten lebten zudem signifikant län-
ger (p = 0,034) als solche, die in jüngeren Jahren an diesem Malignom erkrankten, was da-
rauf hinweisen könnte, dass sich auch die Tatsache des höheren Lebensalters günstig auf 
die Prognose auswirkt. Der Trend der altersabhängigen Methylierung wurde von Ahuja et 
al., 1998 bereits für die kolorektale Normalmukosa und als genspezifisch beschrieben. Zu-
sätzlich beobachtete diese Arbeitsgruppe im Allgemeinen auch eine stärkere Methylierung 
von adenomatösen Polypen (80%) und Karzinomgewebe (83%) im Vergleich zu dazuge-
hörigem nichtentartetem Gewebe (67%), wohingegen in der hier vorliegenden Arbeit 
Bronchialgewebe (67,9%) häufiger als Tumorgewebe (59,5%) diese epigenetische Verän-
derung aufwies. Xu et al., 2004 wiederum konnten keinen Methylierungsunterschied zwi-
schen kolorektaler Normalmukosa und Tumorgewebe beobachten, jedoch untersuchten sie 
chinesische Patienten, während Ahuja et al., 1998 ihre in den USA rekrutierten. Folglich 
könnten ethnische Unterschiede für die divergenten Ergebnisse der verschiedenen 




TUSC3 wurde zudem von Belshaw et al., 2008 (kolorektale Mukosa) beschrieben. Auch 
beim Glioblastom ließ sich bei Patienten jenseits des 40. Lebensjahres diese Veränderung 
häufiger beobachten (Li et al., 1998). Einer neueren Untersuchung zufolge ist auch aus 
Vollblut gewonnene DNA von diesem Prozess betroffen (Tahara et al., 2013).  
In Bezug auf das Geschlecht, das Rauchverhalten, den Lymphknotenbefall, die Fernmetas-
tasierung, das Grading und die Histologie ließ sich in der vorliegenden Studie kein 
signifikanter Zusammenhang mit einer Methylierung von TUSC3 herstellen, was mitunter 
auf die relativ kleine Stichprobengröße zurückzuführen sein dürfte. 
Generell ist zu bedenken, dass die Ergebnisse in Bezug auf die Methylierung nicht ohne 
Weiteres von einer Gewebeart oder auch Tumorentität auf eine andere übertragen werden 
können. Dies machen beispielsweise die Ergebnisse von Ahuja et al., 1998 deutlich, die in 
kolorektalem Normalgewebe (74%) Methylierungen von TUSC3 häufiger als im zugehöri-
gem Lebergewebe (17%) nachwiesen und daher davon ausgehen, dass die altersabhängige 
Methylierung durchaus von Gewebefaktoren abhängig sein dürfte. Die Tatsache, dass sich 
die Methylierungsmuster zwischen der akuten lymphatischen und myeloischen Leukämie 
signifikant unterscheiden, spricht für eine tumorspezifische Methylierung (Scholz et al., 
2005), wie sie bereits von Costello et al., 2000 postuliert wurde. Schließlich wurde in zwei 
Arbeiten zum papillären Schilddrüsenkarzinom sogar eine Überexpression von TUSC3 be-
obachtet (Huang et al., 2001; Chung et al., 2012). Beide Arbeiten geben jedoch keine 
Hinweise auf die Funktion von TUSC3 im Rahmen dieser Tumorerkrankung. In neueren 
Untersuchungen zu Karzinomen des Kopf-Hals-Bereichs wurde zwar in Primärtumoren ein 
Genverlust von TUSC3 beschrieben, allerdings konnte in zugehörigen Lymphknotenme-
tastasen mitunter auch dessen Gewinn nachgewiesen werden (Alonso Guervòs et al., 2009; 
Álvarez Marcos et al., 2010). Doch auch in Vorläuferläsionen (Álvarez Marcos et al., 
2010) sowie in Erst- und vor allem Zweittumoren (Franco Gutiérrez et al., 2012) wurde ein 
Gengewinn von TUSC3 beobachtet. Diese Ergebnisse stützen zum einen die These einer 
gewebs- und tumorspezifischen Regulation dieses Gens, zum anderen lassen sie auch – 
insbesondere in Hinblick auf das bessere Outcome der Lungenkarzinompatienten mit 
Methylierung dieser Arbeit – die tumorsupprimierende Funktion von TUSC3 in Frage 
stellen. 
Schließlich könnte die Methylierung von TUSC3 im Bronchialkarzinom lediglich einen 
Kollateralschaden im Rahmen von Methylierungen anderer Gene, zum Beispiel solcher, 
die sich auch in der Genregion 8p22 befinden, darstellen, wie schon von MacGrogan et al., 




somit auf die Tumorentstehung und Progression keinen wesentlichen Einfluss. Hierzu 
müsste erstens nachgewiesen werden, ob die Methylierung dieses Gens auch tatsächlich 
einen Expressionsverlust bis hin zur Proteinebene zufolge hat, und zweitens, ob sich dieser 
wiederum auch tatsächlich auf die Krebsentstehung und das Fortschreiten der Krankheit 
auswirkt. Ahuja et al., 1998 geben zu bedenken, dass bei In-Vitro-Versuchen wohl kein 
Wachstumsvorteil von kolorektalen Karzinomzellen durch die Methylierung von TUSC3 
beobachtet werden konnte, während Pils et al., 2013 einen hemmenden Einfluss dieses 
Gens auf die Zellproliferation zeigen konnten. Allerdings ist fraglich, ob sich das Ergebnis 
eines In-Vitro-Experiments auf die Bedingungen in vivo und von einer Tumorentität auf 
eine andere übertragen lässt.  
Zudem liefern einige Studien zu anderen Genen Hinweise darauf, dass eine Methylierung 
der Promotorregion nicht automatisch auch einem Silencing des Gens durch Expressions-
verlust gleichkommt (Xu et al., 2004; Tessema et al., 2009; Pasini et al., 2012). Ähnliches 
wurde auch für den Genverlust von TUSC3 gezeigt: So konnte in fünf Zervixkarzi-
nomzelllinien eine Deletion dieses Gens nachgewiesen werden. Allerdings wirkte sich dies 
nur in zwei Zelllinien auch auf dessen Expression, die mittels qRT-PCR untersucht wurde, 
aus (Kloth et al., 2007). Daraus folgert diese Arbeitsgruppe, dass Deletionen aber auch 
Amplifikationen nicht zwangsläufig zu einer Änderung der Genexpression führen. Jedoch 
ist anzumerken, dass hier die Expression nur auf mRNA-Ebene und nicht zusätzlich auch 
auf Proteinebene untersucht wurde.  
Unter Umständen führt eine Methylierung nur in bestimmten Abschnitten der Promotorre-
gion zu einer Geninaktivierung. So beobachteten Deng et al., 2002 in ihrer Analyse von 
hMLH1 beim kolorektalen Karzinom, dass die Methylierung der proximalen, nicht aber 
der distalen Promotorregion zu einem Expressionsverlust führte. Dies könnte auch ein 
Grund dafür sein, weshalb oben genannte Studien trotz dieser epigenetischen Veränderung 
eine Expression der untersuchten Gene nachwiesen. Als weitere Ursache dafür ist das 
bereits bei MGMT angesprochene Argument von Mikeska et al., 2007, dass die 
Methylierung der im untersuchten DNA-Abschnitt liegenden CpG-Dinukleotide nicht 
automatisch auf die gesamte Promotorregion übertragen werden kann, zu berücksichtigen. 
Folglich ist nicht auszuschließen, dass die Methylierung der in dieser Arbeit untersuchten 
DNA-Sequenz von TUSC3 für die Transkriptionshemmung irrelevant ist, weshalb weitere 
Promotorbereiche dieses Gens analysiert werden sollten.  
Außerdem scheinen Methylierungen, wie von Rauch et al., 2009 beobachtet, auch einen 




det sich in der Literatur zu TUSC3 kein Hinweis auf die Existenz von mehr als einem Pro-
motor, allerdings ist diese damit auch nicht ausgeschlossen, weshalb dieser Aspekt Beach-
tung verdienen sollte. 
Schließlich werden in der Literatur immer wieder Zweifel geäußert, ob TUSC3 tatsächlich 
als Tumorsuppressor fungiert: Obwohl Patienten mit Colitis ulcerosa, die bekanntlich ein 
höheres Risiko für kolorektale Karzinome haben (Übersicht in: Ullman et al., 2011; Über-
sicht in: Castaño-Milla et al., 2014), im Vergleich zur Mukosa eines gesunden Vergleichs-
kollektivs deutlich stärkere Methylierungsraten von TUSC3 aufwiesen, ließ sich kein Zu-
sammenhang dieser epigenetischen Veränderung mit der Krankheitsdauer oder auch -akti-
vität feststellen, weshalb die Autoren dieser Studie den Einfluss der Methylierung von 
TUSC3 auf die Entstehung kolorektaler Karzinome im Rahmen dieser chronisch-entzünd-
lichen Darmerkrankung bezweifeln (Arasaradnam et al., 2010). Garshasbi et al., 2008 iden-
tifizierten TUSC3-Defekte als Ursache einer nicht-syndromalen Form der mentalen Retar-
dierung, konnten aber bei den betroffenen Individuen keine erhöhte Krebsneigung fest-
stellen. Auch Bradley et al., 2010 beobachteten bei Patienten ohne funktionsfähiges 
TUSC3 keine erhöhte Tumorinzidenz. Letzlich stellen auch die Untersuchungsergebnisse 
von Gu et al., 2016 die tumorsupprimierende Funktion dieses Gens in Frage: Zum einen 
fand die Forschergruppe in kolorektalen Karzinomen im Vergleich zu dazugehörigem Nor-
malgewebe eine Überexpression von TUSC3 auf mRNA- und Proteinebene. Zum anderen 
förderte eine gesteigerte Expression von TUSC3 die Epithelial-to-Mesenchymal-Transition 
(EMT), die Proliferations-, Migrations- und Invasionsfähigkeit sowie das Tumorwachstum 
kolorektaler Karzinomzelllinien, wobei die Herunterreregulation von TUSC3 gegenteilige 
Effekte bewirkte (Gu et al., 2016). Einschränkend ist jedoch anzumerken, dass letztere Er-
kenntnisse teilweise durch In-Vitro-Experimente gewonnen wurden. 
Außerdem wurde auch bei anderen Genen, deren Funktion als Tumorsuppressorgen disku-
tiert wird, beobachtet, dass die Methylierung der Promotorregion signifikant mit einem 
besseren Überleben der am nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom erkrankten Patienten 
korrelierte (Gu et al., 2006: TIMP3, CDH1; Castro et al., 2010: TIMP3, SFRP5). Gu et al., 
2006 vermuten sogar, dass sich durch Nikotinkonsum der Effekt der Promotormethylie-
rung auf die jeweiligen Moleküle verändert. Beweise hierfür sowie eine plausible Erklä-
rung für den Überlebensvorteil durch Methylierung bleiben jedoch sowohl Gu als auch 
Castro und ihre Arbeitsgruppen schuldig. 
Die Rolle von TUSC3 im Rahmen des Bronchialkarzinoms lässt sich also nicht eindeutig 




Progression dieser Erkrankung von Bedeutung sein, andererseits ist nicht sicher zu beurtei-
len, ob seine Methylierung nicht letztlich als Kollateralschaden entsteht – werden doch in 
dessen Genregion mehrere potentielle Tumorsuppressorgene vermutet (Jenkins et al., 
1998; Ishii et al., 1999; Kahng et al., 2003; Pils et al., 2005; Huang et al., 2010) – und so-
mit TUSC3 mit oder ohne epigenetische oder genetische Veränderung überhaupt Einfluss 
auf dieses Karzinomleiden nimmt. Schließlich war bei einem Teil der Patienten dieser Ar-
beit ausschließlich benignes Gewebe methyliert (26,2%, (11/42)), nicht jedoch der Tumor. 
Insbesondere da sich die Ergebnisse offensichtlich nicht ohne Weiteres von einer Tumor-
entität auf eine andere übertragen lassen, sind hierzu weitere Untersuchungen explizit am 
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom nötig: Dies beinhaltet die Erforschung der tatsäch-
lichen Auswirkung der Methylierung auf die Expression von mRNA und Protein sowie 
dessen Aktivität ebenso wie die detaillierte Überprüfung des Einflusses von TUSC3 auf 
Entstehung und Verlauf des Tumorleidens. In diesem Zusammenhang wäre zudem inte-
ressant zu überpüfen, ob sich auch bei Patienten ohne Bronchialkarzinom – beispielsweise 
im Rahmen von Obduktionen – eine Methylierung von TUSC3 in Bronchus- und Lungen-
gewebe findet. Somit ließe sich näher abschätzen, ob diese epigenetische Veränderung tat-
sächlich einen Risikofaktor für die Erkrankung an diesem Malignom darstellt. Unter Um-
ständen könnte dann auch die Untersuchung des Methylierungsstatusses von TUSC3 im 
Sputum zur Diagnostik und insbesondere zur Früherkennung dieses Malignoms 
herangezogen werden. 
Die Tatsache, dass diese Modifikation von TUSC3 im Tumor mit einem besseren Überle-
ben verknüpft war, könnte jedoch unter Umständen und gegebenenfalls in Kombination 
mit weiteren Markern zur Vorhersage der Prognose der Patienten beitragen.  
6.3 CpG Island Methylator Phenotype (CIMP) 
Wie bereits eingangs erläutert prägten Toyota et al., 1999 den Begriff des „CpG island 
methylator phenotype (CIMP)“, nachdem sie beim kolorektalen Karzinom die gleichzeitige 
Methylierung mehrerer Gene beobachteten. Seither wurde dieser Begriff auch beim Lun-
genkarzinom immer wieder ins Spiel gebracht, wobei dieser von verschiedenen Autoren 
durch eine unterschiedliche Anzahl von Genen, die methyliert vorliegen müssen, definiert 
wird (Suzuki et al., 2006; Liu, Z. et al., 2008; Liu, Z. et al., 2010; Shinjo et al., 2012).  
Auch in dieser Arbeit waren – betrachtet man alle drei untersuchten Gewebearten – bei 




das Tumorgewebe war dies bei fünf Patienten für zwei und bei einem Patienten für drei 
Gene der Fall. Allerdings fällt es einerseits aufgrund der geringen Zahl von sechs Patienten 
mit Methylierung mehrerer Gene im Tumor schwer, die Existenz eines „CpG island 
methylator phenotype“ zu postulieren. Andererseits dürfte für die Definition dieses 
Phänotyps, die gleichzeitige Methylierung von zwei, maximal drei Genen nicht ausreichen, 
auch wenn dies von Suzuki et al., 2006 und Shinjo et al., 2012 so gehandhabt wird. 
Vielmehr müsste dazu sowohl eine größere Anzahl von Genen als auch eine deutlich 
höhere Fallzahl auf diese epigenetische Veränderung hin untersucht werden. Dabei dürfte 







Im Rahmen dieser Arbeit wurde Tumormaterial sowie nicht-malignes Lungen- und – so-
weit verfügbar – benignes Bronchusgewebe von 42 am Bronchialkarzinom erkrankten Pa-
tienten auf die Methylierung der sechs Gene MGMT, RASSF1A, RASAL1, PDCD4, 
MTSS1 und TUSC3 hin untersucht, mit klinisch-pathologischen Parametern korreliert und 
die Ergebnisse unter Berücksichtigung der Forschungsliteratur diskutiert.  
Dabei wurde diese epigenetische Veränderung durch MethyQESD (Bettstetter et al., 2008), 
einer Methode, die eine Kombination aus methylierungssensitivem Verdau und real-time 
PCR darstellt, quantitativ detektiert. Eine Bisulfitkonversion der aus paraffineingebettetem 
Resektionsmaterial gewonnenen DNA war hierfür nicht notwendig. 
Die Untersuchung ergab folgende Methylierungsmuster: 
MGMT war in dieser Arbeit zu jeweils 7,1 Prozent der Tumoren (3/42) und Bronchial-
epithelien (2/28) und in 2,4 Prozent des nicht-malignen Lungengewebes (1/42) methyliert. 
Lediglich bei einem Patienten war diese Veränderung in zwei Gewebetypen, nämlich Lun-
ge und Tumor, gleichzeitig zu finden. Ein Zusammenhang mit klinisch-pathologischen Pa-
rametern ließ sich nicht herstellen. Damit bleiben die Methylierungsraten dieser Arbeit zu-
meist deutlich hinter den Ergebnissen anderer Forschungsgruppen zurück, wobei dies 
durchaus auch auf die Verwendung unterschiedlicher Methoden zurückzuführen sein 
könnte. 
Die bei RASSF1A im Tumor gefundene Methylierungshäufigkeit von 26,2 Prozent (11/41) 
ist mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen vereinbar. Bronchus war zu 3,4 Prozent 
(1/29) von dieser Veränderung betroffen, Lungengewebe hingegen überhaupt nicht (0/42), 
so dass ein deutlicher Unterschied zwischen benignem und malignem Gewebe vorliegt. 
Dabei war diese epigenetische Veränderung ausschließlich in einem der drei Gewebetypen 
zu finden. Auch bei RASSF1A ließ sich keine Korrelation mit klinisch-pathologischen 
Größen herstellen, so dass die Kenntnis über die Methylierung nicht zur Einschätzung der 
Prognose der Patienten geeignet scheint.  
Bei RASAL1, PDCD4 und MTSS1 dürfte diese epigenetische Veränderung zu vernach-
lässigen sein, da die untersuchten Regionen letztgenannter Gene doch in keinem Gewe-
betyp methyliert waren. Lediglich RASAL1 zeigte mit 4,8 Prozent (2/42) im Tumor und 
2,4 Prozent (1/42) in der Lunge vereinzelt eine Methylierung, wobei bei dem Patienten mit 




den Ergebnissen dieser Arbeit zufolge Methylierungen dieser drei Gene beim Bronchial-
karzinom keine größere Rolle zu spielen. Gerade bei PDCD4 und MTSS1 könnten andere 
Regulationsmechanismen im Vordergrund stehen.  
TUSC3 wies mit Abstand die höchsten Methylierungsraten auf. Bronchus war mit 67,9 
(19/28), Lunge mit 31 (13/42) und Tumor mit 58,5 Prozent (25/42) von dieser Verände-
rung betroffen. Bei 16 Patienten war neben dem Tumor- gleichzeitig auch benignes Gewe-
be methyliert, in 11 Fällen allerdings ausschließlich Lunge und Bronchus. Interessanter-
weise lebten Patienten mit Methylierung im Tumorgewebe signifikant länger als solche 
ohne diese Modifikation, wobei dieses Ergebnis nicht unbedingt kausal bedingt sein muss. 
Außerdem war im Tumorgewebe der T-Stadien T1a, T1b und T2a signifikant häufiger eine 
Methylierung als in den Stadien T2b, T3 und T4 zu finden. Dieser Effekt trat jedoch nicht 
mehr auf, wenn auf die Unterteilung der T-Stadien in a und b verzichtet wurde. Zudem ließ 
sich zwischen der Stadienverteilung I bis IV und der Methylierung von TUSC3 im Bron-
chialepithel ein signifikanter Zusammenhang nachweisen, wobei dieser wiederum bei Un-
terteilung der Stadien in A und B nicht mehr beobachtet werden konnte. Zu anderen kli-
nisch-pathologischen Parametern ließ sich keine signifikante Korrelation herstellen.  
Eine simultane Methylierung von mehr als einem Gen konnte bei gleichzeitiger Betrach-
tung von Bronchus-, Lungen- und Tumorgewebe bei 12 Patienten festgestellt werden. Für 
Tumorgewebe allein war dies bei sechs Patienten der Fall, wobei fünfmal lediglich zwei 
und einmal drei Gene diese Modifikation aufwiesen. Daher erscheint es nicht gerechtfer-
tigt, im hier untersuchten Patientengut bei ausschließlicher Betrachtung der sechs unter-





Ein ungelöstes Problem in der Medizin bleibt weiterhin die häufig zu späte Diagnose des 
mit großer Morbidität und hoher Mortalität einhergehenden Lungenkarzinoms. Symptome 
treten jedoch oft erst in fortgeschrittenen Krankheitsstadien auf. Gerade die frühzeitige Er-
kennung und Therapie dieses Krebsleidens sind jedoch häufig entscheidend für den Thera-
pieerfolg und die Prognose des Patienten (Übersicht in: Adamietz et al., 2010). 
Die Entstehung von Tumoren ist eng mit genetischen und epigenetischen Veränderungen 
in der Zelle verbunden, worunter auch Promotormethylierungen zu zählen sind (Übersicht 
in: Herbst et al., 2008). Die Kenntnis solcher Modifikationen könnte somit durchaus im 
Rahmen von Screeningprogrammen bei Risikopersonen zur Früherkennung von Lungentu-
moren beitragen, aber auch helfen, die Prognose und den Therapieerfolg vorherzusagen. 
Hierfür einen einzelnen Marker von ausreichender Sensitivität und Spezifizität zu finden, 
dürfte allerdings schwierig sein. Ein Panel von Markern, das durchaus auch Gene mit Me-
thylierung umfasst, könnte diese Kriterien jedoch erfüllen. Ein weiteres Ziel der Ge-
winnung von Informationen über molekulare Veränderungen besteht darin, diese zur Ent-
wicklung neuer Behandlungsmöglichkeiten zu nutzen. 
Wie bereits bei der Diskussion zu den einzelnen Genen angedeutet, ergeben sich aus den 
Ergebnissen dieser Dissertation sowie der Beschäftigung mit der Forschungsliteratur neue 
Fragestellungen und Aspekte, die im Folgenden nochmals zusammengefasst werden 
sollen:  
(1) Aufgrund der niedrigen Methylierungshäufigkeit und dem fehlenden Zusammenhang 
mit klinisch-pathologischen Parametern in dieser Arbeit scheint MGMT weder für dia-
gnostische Zwecke noch für prognostische Aussagen relevant zu sein. Um der Diskrepanz 
zu den Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die deutlich höhere Methylierungsraten nach-
wiesen, näher auf den Grund zu gehen, wäre es durchaus interessant, weitere Unter-
suchungen zu diesem Gen durchzuführen: Um eine bessere Repräsentativität zu erreichen, 
müssten einerseits eine deutlich größere Patientenzahl untersucht und, um ethnischen As-
pekten gerecht zu werden, die Studienteilnehmer multizentrisch rekrutiert werden, wäh-
rend andererseits die im Diskussionsteil angesprochenen methodischen Aspekte Berück-
sichtigung finden sollten. Außerdem scheint die Methylierung von MGMT mit anderen ge-
netischen Phänomenen wie der Mutation von p53 assoziiert zu sein (Wu et al., 2008). 
Auch der Aspekt der Allel-spezifischen Methylierung verdient weitere Beachtung (Leng et 




hänge ließen sich unter Umständen kumulative Effekte genetischer und epigenetischer 
Veränderungen auf die Krebsentstehung ableiten, aber auch Erkenntnisse gewinnen, wel-
che Personen für solche Modifikationen empfänglicher sind und damit ein erhöhtes Er-
krankungsrisiko tragen. Des Weiteren wäre die von einigen Autoren (Xu et al., 2004; 
Pasini et al., 2012) aufgestellte Vermutung, die Methylierung von MGMT sei nicht auto-
matisch gleichbedeutend mit einem Expressionsverlust, näher zu betrachten.  
(2) RASSF1A hingegen war im Tumor durchaus von dieser epigenetischen Modifikation 
betroffen, jedoch kaum in nicht neoplastisch-alteriertem Gewebe. Aufgrund des fehlenden 
Zusammenhangs beider Gene mit klinisch-pathologischen Parametern dürfte deren Bedeu-
tung im Rahmen der Prognoseeinschätzung der Patienten jedoch begrenzt sein. Nichtdesto-
trotz ist es denkbar, dass dieses Gen in Kombination mit anderen Markern einen diagnosti-
schen Nutzen erlangen und dazu beitragen wird, die Diagnosesicherheit eines Marker-
panels zu erhöhen. Van der Drift et al., 2011 schlagen dies bereits für die gleichzeitige 
Analyse der Methylierung von RASSF1A und der Mutation von KRAS in der Bronchial-
lavage vor. In diesem Sinne wären weitere Untersuchungen wünschenswert. 
(3) Methylierungen von RASAL1, PDCD4 und MTSS1 spielen beim Bronchialkarzinom 
wohl keine Rolle und eignen sich daher nicht als diagnostisches Tool. Allerdings sind die 
Erkenntnisse über die Funktion und Bedeutung dieser Gene beim Bronchialkarzinom bis-
lang spärlich, so dass weitere Untersuchungen hierzu sowie die Erforschung alternativer 
Inaktivierungsmechanismen interessant sein dürften.  
(4) Die Methylierung von TUSC3 im Tumor war erstaunlicherweise mit einem besseren 
Überleben der Patienten assoziiert. Bronchialepithel wies diese Veränderung zudem häufi-
ger auf als das zugehörige maligne Gewebe, weshalb diese Ergebnisse nur schwer mit der 
allgemein postulierten Funktion von TUSC3 als Tumorsuppressorgen zu vereinbaren sind, 
zumal auch in der Forschungsliteratur hierzu kein eindeutiger Standpunkt zu finden ist. 
Außerdem ist die Repräsentativität dieser Arbeit aufgrund der relativ überschaubaren Zahl 
der eingeschlossenen Patienten begrenzt. Daher sind folgende Fragestellungen von Inte-
resse: Welche Bedeutung kommt TUSC3 im Rahmen von Tumorerkrankungen generell 
und insbesondere im Fall des Bronchialkarzinoms zu? Handelt es sich bei der Promotorme-
thylierung von TUSC3 um einen relevanten Inaktivierungsmechanismus? Welche Auswir-
kungen hat diese Modifikation auf die Expression dieses Gens sowohl auf mRNA- als auch 
Proteinebene? Sind eventuell auch andere Promotorbereiche als der hier untersuchte für 
einen Expressionsverlust verantwortlich oder existieren sogar mehrere Promotoren, die al-




und wenn ja, spielt sein Verlust vor allem in frühen, wie es den Ergebnissen dieser Arbeit 
nach den Anschein macht, oder doch eher in späten Stadien der Erkrankung eine Rolle? 
Führt der Expressionsverlust von TUSC3 tatsächlich zu einem Wachstumsvorteil und lässt 
sich dieser in vivo bestätigen? Kann bei gesunden Individuen aus der Methylierung von 
TUSC3 im Normalgewebe ein erhöhtes Risiko für die Erkrankung am Bronchialkarzinom 
abgeleitet werden? Unter Umständen könnte dann auch die Analyse der Methylierung die-
ses Gens im Sputum zu diagnostischen Zwecken, inbesondere im Rahmen einer Früher-
kennung, herangezogen werden. 
(5) Zwar war bei einigen Patienten dieser Arbeit mehr als ein Gen im Tumorgewebe me-
thyliert, daraus Rückschlüsse auf einen „CpG island methylator phenotype“ zu ziehen, 
würde jedoch zu weit führen. Trotzdem scheint es lohnenswert, dieses Phänomen beim 
Bronchialkarzinom näher zu untersuchen, wobei MGMT, vor allem aber auch RASSF1A 
und TUSC3 als potentielle Kandidatengene zu berücksichtigen wären.  
(6) Die Inaktivierung von Genen durch Methylierung steht zudem im Verdacht, die Wir-
kung von Medikamenten zur Therapie der Tumorerkrankung zu beeinflussen. Schon lange 
ist bekannt, dass Glioblastompatienten mit Methylierung von MGMT von einer Behand-
lung mit der alkylierenden Substanz Temozolomid profitieren (Hegi et al., 2005). Ingold et 
al., 2009 wiesen in Hirnmetastasen von Lungenkarzinompatienten diese Veränderung 
nach, allerdings verwendeten sie eine nested-PCR. Einigen Beobachtungen am zerebral-
metastasierten Bronchialkarzinom zufolge scheint eine Therapie mit Temozolomid in 
Kombination mit anderen Chemotherapeutika vertretbar (Ebert et al., 2003; Lukas et al., 
2012). Andere Studien zu diesem Medikament in Kombination mit Radiatio liefern weni-
ger aussagekräftige Ergebnisse (Verger et al., 2005; Hassler et al., 2013). Fraipont et al. 
beobachteten in ihrer Arbeit von 2012, dass Lungenkarzinompatienten mit Methylierung 
von RASSF1A ein längeres krankheitsfreies Überleben aufwiesen, wenn sie eine neoadju-
vante Chemotherapie mit Carboplatin-Paclitaxel anstelle von Gemcitabin-Cisplatin erhiel-
ten. Auch die Behandlung mit hypomethylierenden Substanzen wie Decitabin, wenn auch 
bislang wenig erfolgreich, wird immer wieder diskutiert (Übersicht in: Liu, S. et al., 2013). 
Folglich könnten weitere Erkenntnisse zu solchen Wechselbeziehungen und Wirkmecha-
nismen dazu beitragen, spezifischere Therapien zu entwickeln und dadurch den Patienten 






TNM-Klassifikation der Lungenkarzinome (UICC, 7.Auflage, 2010) 
T – Primärtumor 
TX Primärtumor kann nicht beurteilt werden oder positive Zytologie 
T0 Kein Anhalt für Primärtumor 
Tis Carcinoma in situ 
T1 ≤ 3 cm 
T1a ≤ 2 cm 
T1b > 2-3 cm  
T2 Hauptbronchus ≥ 2 cm von der Carina, Invasion von viszeraler Pleura, partielle Atelektase 
T2a > 3-5 cm 
T2b > 5-7 cm 
T3 > 7 cm, Brustwand, Zwerchfell, Perikard, mediastinale Pleura, Hauptbronchus < 2 cm von der 
Carina, totale Atelektase, separate(r) Tumorherd(e) im selben Lappen 
T4 Mediastinum, Herz, große Gefäße, Carina, Trachea, Ösophagus, Wirbelkörper, separate(r) 
Tumorherd(e) in einem ipsilateralen anderen Lappen 
N - regionäre Lymphknoten 1) 
NX Regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden 
N0 Keine regionären Lymphknotenmetastasen 
N1 Ipsilaterale peribronchiale/hiläre Lymphknoten 
N2 Ipsilaterale mediastinale/subkarinale Lymphknoten 
N3 Kontralaterale mediastinale, hiläre, ipsi- oder kontralaterale Skalenus- oder supraklavikuläre 
Lymphknoten 
M - Fernmetastasen 
M0 Keine Fernmetastasen 
M1 Metastasen 
M1a Separate(r) Tumorherd(e) in einem kontralateralen Lappen, Pleurametastasen, maligner Pleura- 
oder Perikarderguss 
M1b Fernmetastasen 
1)  Die regionären Lymphknoten umfassen die thorakalen (mediastinalen, hilären, lobären, segmentalen und 
subsegmentalen), Skalenus- und supraklavikulären Lymphknoten. 
Tabelle 9.1 TNM-Klassifikation der Karzinome der Lunge: aus Wittekind, C.; Meyer, H.-J.; 






Histopathologisches Grading von Lungenkarzinomen 
GX Differenzierungsgrad kann nicht beurteilt werden 
G1 Gut differenziert 
G2 Mäßig differenziert  
G3 Schlecht differenziert 
G4 Undifferenziert 
Tabelle 9.2 Histopathologisches Grading: aus Wittekind, C.; Meyer, H.-J.; „TNM-Klassifikation 
maligner Tumoren“, 7. Auflage; Wiley-Blackwell, Weinheim, 2010. 
 
Stadiengruppierung beim Lungenkarzinom (UICC, 7. Auflage, 2010) 
Stadium T  N  M  
Okkultes Karzinom TX N0 M0 
Stadium 0 Tis N0 M0 
Stadium I    
Stadium IA T1a, T1b N0 M0 
Stadium IB T2a N0 M0 
Stadium II    
Stadium IIA T2b N0 M0 
 T1a, T1b, T2a  N1 M0 
Stadium IIB T2b N1 M0 
 T3 N0 M0 
Stadium III    
Stadium IIIA T1a, T1b, T2a, T2b N2 M0 
 T3  N1, N2 M0 
 T4 N0, N1 M0 
Stadium IIIB T4 N2 M0 
 Jedes T N3 M0 
Stadium IV Jedes T Jedes N M1 
Tabelle 9.3 Stadiengruppierung: aus Wittekind, C.; Meyer, H.-J.; „TNM-Klassifikation maligner 






 Bronchus Lunge Tumor 
 % % % 
MGMT    
Pat.Nr. 13 - 1 58 
Pat.Nr. 28 7 0 3 
Pat.Nr. 34 - 54 14 
Pat.Nr. 36 2 0 131 
Pat.Nr. 39 5 1 2 
Tabelle 9.4 Relative Methylierungsstärke in Prozent von MGMT in Bronchus, Lunge und Tumor 
bei Patienten mit positivem Methylierungsstatus 
 
 Gewebetyp 
 Bronchus Lunge Tumor 
 % % % 
RASSF1A    
Pat.Nr. 3 - 3 7 
Pat.Nr. 5 0 1 44 
Pat.Nr. 7 0 0 91 
Pat.Nr. 8 0 0 43 
Pat.Nr. 11 - 0 7 
Pat.Nr. 12 4 0 10 
Pat.Nr. 16 0 0 5 
Pat.Nr. 23 0 0 28 
Pat.Nr. 27 0 0,5 10 
Pat.Nr. 28 7 0 2 
Pat.Nr. 36 0 0 58 
Pat.Nr. 38 0 0 8 
Tabelle 9.5 Relative Methylierungsstärke in Prozent von RASSF1A in Bronchus, Lunge und Tu-






 Bronchus Lunge Tumor 
 % % % 
RASAL1    
Pat.Nr. 26 1 0 16 
Pat.Nr. 34 - 34,5 6,5 
Tabelle 9.6 Relative Methylierungsstärke in Prozent von RASAL1 in Bronchus, Lunge und 
Tumor bei Patienten mit positivem Methylierungsstatus 
 
 Gewebetyp 
 Bronchus Lunge Tumor 
 % % % 
TUSC3    
Pat.Nr. 1 10 4 10 
Pat.Nr. 2 12 4 5 
Pat.Nr. 4 - 2 19 
Pat.Nr. 6 3 2 13 
Pat.Nr. 9 9 3 5 
Pat.Nr. 10 5 2 5 
Pat.Nr. 11 - 5 53 
Pat.Nr. 12 4 3 9 
Pat.Nr. 13 - 8 3 
Pat.Nr. 14 - 3 6 
Pat.Nr. 15 - 6 4 
Pat.Nr. 16 4 5 1 
Pat.Nr. 17 - 9 12 
Pat.Nr. 18 8 9 12 
Pat.Nr. 19 6 4 3 
Pat.Nr. 21 8 1 4 
Pat.Nr. 22 7 6 8 
Pat.Nr. 23 - 4 10 
Pat.Nr. 24 6 4 21 
Pat.Nr. 25 - 4 12 





 Bronchus Lunge Tumor 
 % % % 
Pat.Nr. 27 7,5 5 8 
Pat.Nr. 28 8 9 11 
Pat.Nr. 29 - 0 6 
Pat.Nr. 30 4 3 5 
Pat.Nr. 31 15 1 21 
Pat.Nr. 32 - 4 11 
Pat.Nr. 33 3 5 4 
Pat.Nr. 34 - 71 24 
Pat.Nr. 35 5 15 13 
Pat.Nr. 36 9 4 1 
Pat.Nr. 37 7 3 8 
Pat.Nr. 38 8 4 1 
Pat.Nr. 39 6 2 9 
Pat.Nr.41 3 4,5 2 
Pat.Nr. 42 8 3 1 
Tabelle 9.7 Relative Methylierungsstärke in Prozent von TUSC3 in Bronchus, Lunge und Tumor 
bei Patienten mit positivem Methylierungsstatus 
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Tabelle 9.8 Relative Methylierungsstärke in Prozent bei Patienten mit positivem Methylierungs-
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